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RESUMEN 
 
 
Se estima que el 40% de la población Colombiana prefiere el uso de productos 
naturales en vez de fármacos de la medicina occidental para el tratamiento de 
diferentes enfermedades, entre las cuales se encuentran las infecciones, el cáncer, 
las alergias y otras enfermedades inflamatorias. Sin embargo, la efectividad de 
estos productos se debe muchas veces más a la modulación de la respuesta 
inmune del hospedero que a una acción directa sobre los patógenos o células 
transformadas. Las Euphorbiaceas son una familia amplia de plantas con gran 
potencial modulador de respuestas inflamatorias, sin embargo, no se conocen 
mucho sus efectos como moduladores de la inmunidad innata y adquirida. En el 
presente estudio, se evaluó diferentes aspectos de la actividad inmunomoduladora 
de 24 extractos de 10 plantas de la familia Euphorbiaceae sobre células 
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de individuos sanos. La actividad 
linfoproliferativa de las CMSP en presencia de los extractos se evaluó por 
incorporación de timidita tritiada y el ensayo de dilución de CFSE por citometría de 
flujo. Se evalúo la despolarización de la membrana mitocondrial (como un indicador 
de apoptosis temprana de las CMSP) por citometría de flujo mediante la tinción con 
DiOC6/Ioduro de propidio y la producción de TNF-α por ELISA. Las CMSP fueron 
expuestas, ya sea a cada extracto únicamente o al extracto en presencia de 
fitohemaglutinina A (PHA), cicloheximida (CHX) o lipopolisácarido (LPS) como 
agentes inductores de proliferación, apoptosis o producción de citoquinas, 
respectivamente. 
 
De los 24 extractos evaluados, 15 extractos modulan en mayor o menor grado uno 
o varios de los parámetros evaluados de la inmunidad sobre CMSP. Sin embargo, 
sólo el extracto insoluble en Hexano:Diclorometano:Metanol (HDM) de la corteza de 
Croton spp.y los extractos de látex de Euphorbia cotinifolia y Euphorbia tirucalli 
indujeron proliferación, producción de TNF-α y adicionalmente apoptosis de las 
CMSP. Estos extractos fueron subfraccionados por cromatografía en columna de 
sephadex obteniéndose las subfracciones activas. En las subfracciones Ecs 1-3, Et 
1-5 y CsI 1-4 se potenció el efecto modulador de los extractos crudos sobre la 
proliferación, producción de TNF-α y apoptosis de las CMSP. También se observó 
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que las tres subfracciones indujeron proliferación tanto de las células CD3+ como de 
las células CD3-. Adicionalmente, las subfracciones Et 1-5 y CsI 1-4 indujeron 
proliferación de linfocitos T purificados y en estas subfracciones se encontró la 
presencia de proteínas. No se observó inhibición de la actividad proliferativa de 
estas subfracciones en CMSP en presencia de carbohidratos (D (+) Galactosa y α-
metil-manopiranósido). Estos resultados demuestran la presencia de compuestos 
inmunomoduladores en esta familia de plantas.  
 
 
Palabras Claves: Euphorbiaceae, Productos Naturales, Inmunomodulación, 
Citotóxicidad, Actividad Linfoproliferativa, Apoptosis, TNF-α 
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ABSTRACT 
 
 
It is estimated that more than 40% of the population in Colombia prefers the use of 
natural product instead of West medicine for the treatment of cancer, allergies and 
other infectious and inflammatory diseases. However, the effectiveness of these 
products is more often due to the modulation of the immune response than to a 
direct action on pathogens or transformed cells. Euphorbiaceas are a large family of 
plants with great potential on the treatment of inflammatory diseases, however, their 
effects as modulators of innate or acquired immunity has not been described yet. In 
the present work, different aspects of the immunomodulatory activity of 24 extracts 
of 10 plants from the Euphorbiaceae´s family on peripheral blood mononuclear cells 
(PBMC) from healthy individuals were evaluated. The PBMC were exposed to the 
extracts w/o phytohaemagglutinin A (PHA), Cycloheximide (CHX) or 
lipopolysaccharide (LPS) as agents that induce proliferation, apoptosis and cytokine 
production, in order to evaluate the ability of the different extracts to modulate the 
biological responses by themselves or in the presence of these components. The 
lymphoproliferative activity of PBMC was evaluated by thymidine incorporation and 
CFSE dilution assay using flow cytometry. The mitochondrial membrane 
depolarization (as an early apoptosis indicator) was measured using 
DiOC6/propidium Ioduro staining by flow cytometry. TNF-α secretion in the culture 
supernatans was evaluated by ELISA.  
 
 
15 up to 24 extracts had the ability to modulate one or more of the parameters 
evaluated in this study. However, only the bark extract of Croton spp. insoluble in 
Hexane:Dichloromethane:Methanol (HDM) and the latex extracts of Euphorbia 
cotinifolia and Euphorbia tirucalli induced strong proliferation, apoptosis and TNF-α 
production in PBMC. These extracts were subfractioned by Sephadex column 
chromatography in order to obtain the active subfractions. Interestingly, the ability of 
the crude extracts to modulate the response of PBMC was enhanced using only the 
subfractions Ecs 1-3, Et 1-5 and CsI1-4. Additionally, these three subfractions 
induced proliferation of both CD3+ and CD3- cells. Also, Et 1-5 and CsI 1-4 induced 
proliferation in isolated T cells and they contained high amount of proteins. The 
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lymphoproliferative activity of any of the subfraction was inhibited by carbohydrates 
(D-(+) Galacotose or α-methyl-mannopyranoside). These results demonstrate the 
presence of immunomodulatory compounds in this family of plants. 
 
Keywords: Euphorbiaceae, Natural Products, Inmunomodulation, Cytotoxicity 
Apoptosis, Proliferative activity, TNF-α 
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LISTA DE ABREVIATURAS 
 
 
• BCA: ácido bicinconinico 
• CC50: Concentración citotóxica 50 
• CCl4: Tetracloruro de carbono 
• CE: Células estimuladas 
• CFSE: Succinimidil diacetato carboxil fluoresceina (Carboxyfluorescein 
diacetate succinimidyl ester)   
• CHO: Línea celular de ovario de Hámster Chino 
• CHX: Cicloheximida 
• CMSP:  Células mononucleares de sangre periférica 
• Con A: Concanavalina A 
• CPA: Células Presentadoras de Antígeno 
• Cpm: Cuentas por minuto 
• DG: D (+) Galactosa 
• DMSO:  Dimetilsulfóxido 
• DO: Densidad óptica 
• EBV: Virus del Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus) 
• Fas: Receptor de FasL 
• FasL: Ligando de Fas 
• HBSS: Solución Amortiguadora de Hank (Hank's Balanced Salt Solution) 
• HDM:  Hexano:Diclorometano:Metanol 
• Hep-2: Células de carcinoma de laringe 
• IA:  Índice de Apoptosis 
• IAR: Índice de Apoptosis Relativo 
• IgE: Inmunoglobulina E 
• IκB: Proteínas Inhibidoras de κB 
• IKK: Quinasas de κB 
• IL:  Interleuquina 
• IL-2Rβ: Cadena β del receptor de IL-2 
• IP:  Índice de Proliferación 
• IPR: Índice de Proliferación Relativo 
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• LMP1: Proteína de Membrana Latente-1 (Latent Membrane Protein -1) 
• LPS: Lipopolisacárido 
• MCIA: Muerte Celular Inducida por activación 
• MP: Metil α-D-manopiranósido 
• MTT: Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol)  
• NF-κB:  Factor de transcripción nuclear κappa B (Nuclear Factor κB) 
• NK: Asesinas Naturales (Natural Killer) 
• PAMP: Patrones moleculares asociados a patógenos 
• PBS: Solución Amortiguadora de Sales de Fosfato (Phosphate Buffer 
Saline) 
• PKC:  Proteína quinasa C (Protein Kinase C) 
• PHA:  Fitohemaglutinina A 
• PI3P: Fosfoinositol-3-fosfato (Phosphatidylinositol 3-phosphate) 
• PMA: Ester de forbol de 12 miristato 13 acetato 
• PNA: Aglutinina de maní 
• pNA: p-nitroanilida 
• SA: Suero Autólogo 
• SE: Células sin estímular 
• SFB: Suero Fetal Bovino 
• TA:  Temperatura Ambiente 
• TCR: Receptor de células T (T cell receptor) 
• TNF-α: Factor de necrosis tumoral – alfa (Tumor necrosis factor-alpha) 
• TNFR-I: Receptor para TNF tipo I (TNF receptor-I) 
• VLDL: Lipoproteínas de muy baja densidad 
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1. MARCO TEÓRICO 
 
 
1.1. La biodiversidad colombiana y el uso potencial de productos 
naturales como fuente de sustancias bioactivas 
 
De acuerdo a los datos recopilados por el Instituto Alexander Von Humboldt en el 
Informe Nacional sobre el Estado de la Biodiversidad en Colombia en 1997, se 
estima que Colombia es el segundo país del mundo en variedad de especies, 
puesto que posee el 10% de la biodiversidad del mundo (1). Esta megadiversidad 
esta albergada en un territorio que no supera el 1% de la superficie terrestre (2). En 
relación a la diversidad de la fauna, se puede destacar que Colombia ocupa el 
primer lugar en el mundo en variedad de especies de aves y anfibios, presentando 
583 especies de anfibios y 1752 especies de aves distribuidas en 696 géneros y 91 
familias. Con respecto a la diversidad en mamíferos, Colombia ocupa el tercer lugar 
en el mundo con 454 especies distribuidas en 198 géneros, 51 familias y 13 
órdenes. Adicionalmente, Colombia se ubica en un cuarto lugar después de México, 
Australia e Indonesia en variedad de especies de reptiles en el mundo y en cuanto 
a los cuatro grupo de vertebrados, Colombia también es el país con mayor riqueza 
faunística del mundo con 3293 especies, ubicándose primero que Brasil, un país 
4,1 veces mayor en extensión de territorio, que posee 2937 especies (3). 
 
 
En cuanto a la diversidad de la flora, Colombia posee una gran riqueza con 
aproximadamente 45000 a 50000 especies de plantas, ubicándose en segundo 
puesto a nivel mundial después de Brasil. Entre las 12 familias de plantas más 
diversas en el mundo, Colombia posee un 12% de estas especies y un 30% de 
estos géneros. Por ejemplo, en el caso de la familia de Orchidadeae, Colombia 
posee 1356 especies que representan el 5% de las existentes a nivel mundial (3). 
 
 
La importancia de la biodiversidad radica en que la supervivencia del ser humano y 
de otras especies depende de esta. Además, esta diversidad no solo es 
aprovechada como alimentos, en la construcción y el turismo sino también como 
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fuente de medicamentos derivados de estos productos naturales (2). El 
descubrimiento de productos naturales para este fin, se refiere al proceso por el 
cual un compuesto de origen natural es asociado a una actividad biológica con 
potencial terapéutico (4). La mayoría de estos productos se han obtenido de fuentes 
vegetales, pero también de origen animal, como el caso del extracto de la piel del 
sapo Bufo melanostictus, el cual posee actividad citotóxica sobre la línea tumoral de 
eritroleucemia humana K562 (5); de origen marino como la Xestociclamina A, 
aislada de la esponja marina Xestospongia ssp, la cual es un inhibidor de la enzima 
proteína quinasa C (6), o de origen microbiano, como la deoxicoformicina obtenida 
de microorganismos pertenecientes al genero Streptomyces, utilizada para el 
tratamiento de la leucemia por ser un potente inhibidor de la enzima desaminasa, 
esencial en el metabolismo de las purinas, un proceso esencial en la diferenciación 
y proliferación de linfocitos T (7). Estos estudios han dado lugar al descubrimiento 
de innumerables moléculas bioactivas, siendo de procedencia natural alrededor del 
30% de los medicamentos presentes actualmente en el mercado farmacéutico (8). 
En el caso de las plantas, ellas extraen de su entorno los elementos constitutivos y 
nutritivos, indispensables para el desenvolvimiento de sus procesos vitales. Los 
principios activos de las plantas medicinales son sustancias que la planta ha 
absorbido, sintetizado y almacenado durante su desarrollo (9). Adicionalmente, la 
co-evolución entre plantas y sus enemigos naturales (virus, bacterias, hongos, 
nematodos, insectos y animales herbívoros) va más allá de simples interacciones 
reciprocas. Debido a la adaptabilidad genética, pleomorfismos entre agentes 
microbianos y diversidad de especies, las plantas se han visto en la necesidad de 
adaptarse a su ecosistema y producir un gran número de compuestos con potencial 
actividad antibacterial, antiviral, antitumoral e inmunomoduladora (10).  
 
 
El uso de productos naturales como agentes terapéuticos ofrecen muchas ventajas, 
por ejemplo, ellos pueden ser usados directamente, inclusive muchos de estos 
compuestos poseen las propiedades farmacocinéticas requeridas para el desarrollo 
de los ensayos clínicos (11). Además, ellos ofrecen una gran diversidad química 
con estructuras complejas de potencial biológico que pueden dar lugar al 
descubrimiento de nuevos fármacos generando librerías químicas de productos 
análogos cuyas actividades terapéuticas superan las del producto original (12). Un 
ejemplo de ello es el docetaxel, un compuesto semi-sintético análogo al paclitaxel 
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(Taxol®), que es obtenido de extractos de la planta Taxus brevifolia. Debido a que 
ambos compuestos son potentes inhibidores del ensamblaje de los microtúbulos en 
células tumorales, son utilizados en el tratamiento de cáncer de mama sin embargo, 
el docetaxel presenta mayor actividad antitumoral que el paclitaxel, siendo a su vez 
más soluble y fácil de sintetizar (13, 14). Adicionalmente, muchas de estas nuevas 
entidades químicas, aunque no son usadas directamente como medicamentos, son 
útiles como herramientas in vitro para ayudar a identificar defectos moleculares en 
diferentes trastornos. Tal es el caso de la colcemida, aislada la planta Colchicum 
autumnale, que se une a la tubulina terminal presente en los microtúbulos 
impidiendo su polimerización. De esta forma, esta molécula es una herramienta útil 
en biología celular ya que los microtúbulos están involucrados en una gran variedad 
de procesos celulares como son mantenimiento de la forma de la célula, la división, 
señalización, migración y trasporte celular (15). Adicionalmente, la colcemida 
induce bloqueo de ciclo celular en metafase, una fase del ciclo celular en la cual la 
cromatina se encuentra condensada. Esta propiedad de la colcemida es 
aprovechada en la realización del cariotipado, el cual es ampliamente utilizado en la 
detección de anomalías cromosómicas (16). A pesar del gran potencial que tienen 
estos productos como fuente de nuevos compuestos activos, el proceso de aislar 
las moléculas activas presenta muchas desventajas en comparación al desarrollo 
de compuestos químicos sintéticos. Por ejemplo, el compuesto activo puede estar 
presente en pequeñas proporciones en una gran mezcla de compuestos y en 
algunos casos, su purificación puede consumir mucho tiempo y requerir grandes 
cantidades del material vegetal. Adicionalmente, los procesos de tamizaje son poco 
eficientes conllevando al redescubrimiento de moléculas ya reportadas. 
 
 
Sin embargo, el uso de productos naturales es una costumbre muy arraigada en la 
población. Desde tiempo atrás, los jardines botánicos, tanto en el antiguo como en 
el nuevo mundo, han servido de fuente de plantas que han sido utilizadas para el 
tratamiento de diversas enfermedades por chamanes o sacerdotes (17). Debido a la 
industrialización, esta costumbre había sido reemplazada por el uso de 
medicamentos sintéticos, sin embargo, tanto en países desarrollados como en 
países en vías de desarrollo se ha observado en los últimos años una tendencia a 
retomar la costumbre de realizar tratamientos con medicina tradicional, hasta el 
punto que se calcula que alrededor del 60% de la población en países 
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desarrollados prefieren los tratamientos de origen natural (18). Igualmente, según la 
Organización Panamericana de la Salud se estima que alrededor del 40% y 71% de 
la población en Colombia y Chile respectivamente, prefieren el uso de medicina 
tradicional, para el tratamiento de diferentes enfermedades (19). En Colombia se ha 
observado que las personas acuden a la medicina tradicional no solo buscando un 
tratamiento efectivo para las enfermedades, sino también una reducción en los 
costos que este conlleva (20). No obstante, esta tendencia a una automedicación 
libre e incontrolada con infusiones o emplaste puede involucrar riesgos a la salud. 
El principal de ellos es la acción tóxica o efectos secundarios de estos productos, 
como ocurre con Momordica charantia, una planta utilizada como antidiurético y 
para el tratamiento de la fiebre y el paludismo que induce un descenso brusco de la 
glucemia, el cual puede llevar a un coma (9, 20). De allí, la importancia de 
conocimiento de las propiedades químicas y principios activos de las plantas.  
 
 
Cientos de plantas alrededor del mundo han sido utilizadas como potentes agentes 
antitumorales, antivirales, antiinflamatorios, antidiabéticos y antibióticos (17). La 
Calendula officinalis, es uno de los más claros ejemplos de uso de plantas en 
medicina. Las decocciones de las flores de esta planta han sido utilizadas para el 
tratamiento de diversas afecciones entre las que están: la curación de las heridas, 
como colutorios en las estomatitis y en la piorrea, el tratamiento de la gastritis, 
hepatitis y otras enfermedades gastrointestinales, hipertensión, taquicardia y 
arritmia, en el tratamiento de diversas afecciones del sistema urinario y del sistema 
nervioso central (21). Otra planta ampliamente utilizada desde tiempos 
precolombinos es el Aloe vera. Su gel se utilizaba para limpiar los riñones y la 
vejiga, para disolver cálculos, como expectorante y para inducir la menstruación. En 
la actualidad se utiliza sobre las zonas afectadas por quemaduras, ya que induce la 
regeneración de colágeno en la piel (22).  
 
 
En el caso específico de las terapias contra el cáncer más del 67% de los 
compuestos efectivos son moléculas aisladas o derivadas de plantas. Entre ellos se 
encuentran los alcaloides vinblastina y vincristina aislados de la vinca Catharanthus 
roseus; los compuestos etpósido y tenipósido, derivados semisintéticos del 
compuesto epipodofilotoxina, el cual a su vez es un epímero de la podofilotoxina 
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que fue aislada de la raíz de Podophyllum spp y  finalmente la camptotecina, 
aislada de la corteza de la Camptotheca acuminata, un precursor de los 
compuestos semi-sintéticos topotecan (Hycamptin®) e irinotecana (Camptosar®) 
(23). Sin embargo, es importante tener en cuenta que aunque muchos productos 
naturales se usan ampliamente en medicina tradicional, solo pocos de sus 
componentes activos han sido aprobados oficialmente para uso en humanos pues 
no se cuenta con estudios rigurosos que validen sus efectos. Por ejemplo, desde 
1961 se han aprobado en EEUU el uso de sólo 9 metabolitos obtenidos a partir de 
plantas para el tratamiento contra el cáncer, entre los que se encuentra el 
Paclitaxel, que ya se mencionó anteriormente (24). 
 
 
1.2. La familia Euphorbiaceae y su potencial terapéutico 
 
Esta familia toma su nombre de Euforbio, médico del rey Juba en Mauritania (Africa, 
54 años A.C.), quien fue una de las primeras personas en usar el látex obtenido de 
estas plantas con fines medicinales (25). La familia Euphorbiaceae es una gran 
familia de plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas entre las que existen hierbas, 
arbustos, árboles, cactus y lianas. Es una de las familias de angiospermas con 
mayor número de especies en el mundo. Las plantas que pertenecen a esta familia 
se caracterizan por presentar en todos sus órganos tubos lacticíferos por donde 
recorre abundante látex, generalmente de un color blanco o amarillento. También 
presentan estípulas de diferentes formas. Sus flores son unisexuales y 
generalmente apétalas. El perianto, envoltura que rodea a los órganos sexuales, se 
reduce a una sola cubierta floral en la mayoría; el androceo, conjunto de estambres, 
varia mucho en esta familia debido a que puede estar formado por uno solo o varios 
estambres. El gineceo, también llamado pistilo, se compone la mayor parte del 
tiempo de tres carpelos (hojas modificadas que forman la parte reproductiva 
femenina), uni o biovulados, con los óvulos anátropos (ovulos girados 180°, con su 
apertura hacia abajo), colgantes y con un rafe o línea ventral. El micrópilo, apertura 
del óvulo por donde penetra el polen, está cubierto por una carúncula o masa de 
tejido carnosa de pequeñas dimensiones. Sus semillas contienen grandes 
cantidades de aceite y granos proteicos. Finalmente, el fruto es casi siempre 
esquizocárpico o capsular, se descompone en tres partes, raras veces bacciforme 
(con forma de baya) o drupáceo (con forma de drupa como el mango) (26).   
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Estas plantas crecen en áreas tropicales a bajas alturas, sin embargo algunas 
especies pueden ser encontradas a elevada alturas como son los 4000 metros 
sobre el nivel del mar. La familia cuenta con cerca de 8000 especies agrupadas en 
317 géneros en el mundo. Recientemente, esta familia fue redistribuida en varias 
familias entre las que están las Phyllanthaceae, Picrodendraceae y Putranjivaceae. 
(27). En Colombia, la familia Euphorbiaceae está representada por 78 géneros, 390 
especies, 12 subespecies y 9 variedades. Los géneros mas diversos son Croton 
con 80 especies, Euphorbia con 43 especies y Phyllanthus con 36 especies (26, 
28). Por la variada topografía de la región andina, allí se presenta la mayor variedad 
de especies de Euforbiaceas en Colombia (210 especies) y aproximadamente el 
40% de ellas son endémicas de esta región (28). 
 
 
Desde la antigüedad, se han atribuido efectos curativos a muchas Euforbiaceas, 
como por ejemplo, el látex de Euphorbia hirta L. es utilizado en la India para curar 
las heridas (29). En Perú, plantas del genero Phyllanthus, conocidas como Chaca 
de Piedra, son utilizadas en el tratamiento de cálculos renales (19). En la región del 
Amazonas, el Croton cajucara es empleado en el tratamiento de diabetes, diarrea, 
malaria, fiebre, dolores abdominales, inflamaciones hepáticas y renales, y es 
utilizado para controlar los niveles altos de colesterol en sangre (30). Las 
Euforbiaceas han sido también ampliamente utilizadas en diferentes tipos de 
cáncer, como es el caso de la Euphorbia peplus, la cual es empleada en el 
tratamiento de cáncer de estómago, hígado y útero (31). 
 
 
La actividad biológica de extractos y compuestos de algunas especies de esta 
familia contrasta su toxicidad con sus propiedades terapéuticas. Por un lado, 
algunos extractos son tóxicos, como el extracto de las hojas de Euphorbia lathyris 
que puede producir envenenamiento al ser ingerido (26) y otros son irritantes como 
el látex de Euphorbia tirucalli, que puede ocasionar conjuntivitis aguda (32). Por otro 
lado, existen otros extractos o compuestos que tienen actividad antitumoral, como 
es el caso del diterpeno aislado de Euphorbia poisonii que tiene actividad citotóxica  
sobre la línea celular de carcinoma hepático humano o el éster de forbol aislado del 
Croton alnifolius que presenta citotoxicidad contra la línea mieloide de leucemia 
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(18). Otra actividad biológica importante presente en esta familia es la actividad 
antiviral. Ejemplo de esto son los extractos de Euphorbia tirucalli y Euphorbia 
cotinifolia que presentan una fuerte actividad contra el virus de herpes simplex tipo 
2 (33). Adicionalmente, tres diterpenos aislado de Euphorbia officinarum tiene la 
propiedad de detener el ciclo celular e inhibir la latencia del virus de 
inmunodeficiencia humana tipo-1 en la línea celular de leucemia Jurkat-LTR_GFP 
(34). 
 
 
Para aumentar la posibilidad de encontrar plantas con una actividad biológica 
específica, es importante una correcta selección del producto natural. La selección 
óptima de plantas como fuente de nuevos compuesto se basa en los antecedentes 
etnobotánicos y etnofarmacológicos, la relación taxonómica con otras plantas con 
actividades biológicas ya reportadas o la presencia de compuestos químicos 
comunes con actividad biológica confirmada (35). Se describen a continuación las 
10 plantas de la familia Euphorbiaceae que se seleccionaron para el presente 
estudio las cuales se encuentran frecuentemente en Colombia y pertenecen a 
géneros que han sido utilizados ampliamente en medicina tradicional:  
 
 
Caryodendron orinocense. 
 
También conocida como Nuez de Barinas (36) o Inchi (25). Esta planta es un árbol 
de gran adaptabilidad que alcanza los 20 metros de altura (Figura 1A) y tiene como 
hábitat natural el bosque húmedo tropical, encontrándose principalmente en 
Venezuela, Ecuador y Colombia (36). El aceite de las semillas es empleado en los 
Llanos Orientales para el tratamiento de algunas enfermedades epidérmicas, 
aplicándolo de forma tópica sobre la región afectada aunque también es utilizado 
como un laxante suave (26). Adicionalmente, el ácido linoleico que representa el 
72.7% de los ácidos grasos presentes en esta planta, la hace promisoria para la 
industria de grasas y aceites comestibles (25), ya que los aceites poliinsaturados 
están asociado a un aumento en la captación por parte del hígado de los ácidos 
grasos circulantes. Adicionalmente, ellos reducen la síntesis de las proteínas 
trasportadora de ácidos grasos VLDL (lipoproteínas de muy baja densidad). 
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Codiaeum variegatum 
 
Es un arbusto, más conocido como Croton (Figura 1B), que presenta una 
distribución tropical y es muy común en los jardines de Antioquia. Comúnmente es 
utilizada como antidiarreico y para el tratamiento de desordenes hepáticos. 
Extractos de esta planta tienen capacidad anti-amebiana, una actividad que fue 
comprobada mediante ensayos in vitro, en los cuales se utilizaron trofozoitos 
aislados de pacientes con diagnóstico de amebiasis disentérica. Los extractos de 
hojas de esta planta mostraron una actividad anti-amebiana hasta cuatro veces 
mayor que la del metronidazol (el anti-amebiano de elección para el tratamiento de 
esta parasitosis) a la misma concentración (37). En medicina tradicional las 
infusiones de las hojas de la planta son utilizadas para el tratamiento de la diarrea. 
También se ha reportado que diferentes partes de esta planta son utilizadas para el 
tratamiento de los chancros durante la sífilis usando una mezcla de leche de coco 
con el látex de la planta o las hojas frescas sobre la zona afectada (38). En Malasia 
las hojas de esta planta son frotadas sobre úlceras (39). También se ha evaluado la 
capacidad de esta planta de activar el virus de Epstein-Barr (EBV), encontrándose 
que puede activar promotores virales oncogénicos (39). 
 
 
Cnidoscolus acotinifolius o Jatropha aconitifolia 
 
Comúnmente conocida como Chaya (Figura 1C), es un arbusto que se encuentra 
especialmente en el sur de México y Costa Rica. El C. acotinifolius es considerada 
una planta con gran importancia nutricional por presentar un alto contenido de ácido 
ascórbico, riboflavina, tiamina y beta-caroteno y minerales como el calcio, 
magnesio, sodio y hierro, proteínas y fibra. Sus hojas son utilizadas para preparar 
infusiones para disminuir los niveles de glucosa en sangre en el tratamiento de 
diabetes. Oladeine y colaboradores caracterizaron la actividad antidiabética de esta 
planta utilizando ratones endogámicos diabéticos encontrando una disminución del 
25,6% y 43.7% de los niveles de glucosa en sangre para los modelos de diabetes 
moderada y severa, respectivamente, en comparación con los ratones diabéticos no 
tratados. Además, observaron una preservación de los islotes de Langerhans en los 
ratones diabéticos tratados con esta planta, un efecto que no se observó en los 
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ratones diabéticos no tratados (40). Adicionalmente, utilizando un ensayo de 
capacidad de absorción de radicales de oxígeno, se estableció que las hojas 
poseen un gran contenido fenólico con actividad antioxidante. Los compuestos más 
predominantes en esta planta y responsables de esta actividad antioxidante son 
kaempferol-3-O-glucósido y quercetina-3-O-glucósido (41).  
 
 
Croton spp. 
 
Entre los plantas pertenecientes a este género se pueden destacar el Croton 
leptosachys, Croton lechleri, Croton cajucara y Croton funckianus. El C. 
leptosachys, también llamado Mosquerito, es un arbusto que crece en la región del 
Atlántico Colombiano (Figura 1D). En la región de Antioquia se utilizan sus hojas en 
forma de decocción para disminuir la fiebre. La planta completa se usa para el 
tratamiento del paludismo y en afecciones biliares, ya que descongestiona la 
vesícula (26). El C. lechleri es un arbusto que crece en las regiones de la amazonía  
peruana y en los andes Ecuatorianos, Bolivianos y Colombianos, donde 
popularmente se conoce como Sangre de Drago. Su látex que es una resina rojiza, 
del cual toma su nombre (Figura 1E), es ampliamente utilizado de forma fresca o 
procesada en la medicina tradicional de los países suramericanos. En la medicina 
tradicional amazónica esta planta es utilizada como antiséptico oral para el dolor de 
garganta y como antiséptico vaginal después del parto. También es utilizada para 
mejorar la función gastrointestinal y para el tratamiento de diarrea (42). 
Adicionalmente, esta planta presenta una fuerte actividad antitumoral sobre 
diferentes líneas celulares. En ensayos donde se evaluó la citotoxicidad de Sangre 
de Drago sobre diferentes líneas celulares (línea de eritroleucemia humana K562, 
línea de cáncer de estómago AGS y de cáncer de colon T84 y HT29) se observó 
una disminución de la adhesión celular de carácter irreversible. También se observó 
un aumento en la apoptosis debida a daños en los microtúbulos de estas células 
(43). El C. cajucara, conocido como Sacaca se cultiva en la región del Amazonas. 
Es utilizado localmente, en forma de infusión, para el tratamiento de diferentes 
enfermedades como la diabetes, diarrea, malaria, fiebre, inflamaciones hepáticas y 
renales, problemas estomacales y para controlar los niveles de colesterol en sangre 
(30).  
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Euphorbia  cotinifolia  
 
Es un arbusto de 2 a 7 metros de altura aproximadamente, endémico de Sur 
América, que crece en climas fríos y templados donde se le conoce como Liberal o 
Palito Lechero (Figura 1F). Su látex presenta resinas, compuestas generalmente de 
alcoholes, ácidos y fenoles, cuyo efecto al entrar al contacto con la piel es irritación. 
Al entrar en contacto con los ojos, el látex produce ceguera temporal (44). Debido a 
la presencia de toxinas, los indígenas usaban este látex como veneno para los 
humanos y peces. Adicionalmente, se ha usado para cauterizar heridas y en 
pequeñas dosis como purgante (45). Sus hojas son muy cáusticas, por lo cual esta 
planta es utilizada como cerca viva de plantaciones de árboles comerciales para 
mantener alejados los animales (46).  
 
 
Poco se ha estudiado la actividad biológica de los extractos de esta planta. Sin 
embargo, ensayos preliminares sugieren que tiene actividad antiherpética 
inhibiendo la actividad lítica de virus del herpes simplex tipo 2. Adicionalmente, el 
extracto de hojas de E. cotinifolia es citotóxico para las líneas celulares de 
carcinoma de laringe humano (Hep-2) y de ovario de hámster chino (CHO) (33). 
 
  
Euphorbia pulcherrima 
 
Este arbusto nativo de México crece en las regiones subtropicales y es muy popular 
como planta ornamental, especialmente en las decoraciones de la época navideña, 
por lo cual recibe el nombre de Flor de Navidad (Figura 1G). Su látex contiene 
sustancias irritantes. Se ha reportado casos de dermatitis de contacto causadas por 
las hojas de esta planta y sus brácteas (hojas ubicadas en la proximidad de las 
flores). Estudios en ratas muestran que la ingesta de esta planta puede causar un 
aumento en el tamaño de la glándula tiroides. Es también conocida por su profuso 
látex, usado como depilatorio, veneno para peces y para obtener tinte rojo por 
algunas culturas. Las flores se utilizan para la fiebre y las brácteas como colorante 
(47). En España se reportó un caso de asma y alergia mediada por inmunoglobulina 
E (IgE) por exposición al látex de E. pulcherrima en un niño de 6 años sin historia 
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de alergias durante la época de navidad (48). Adicional a este caso, se reportó en 
Estados Unidos el caso de una mujer de 50 años con historia de alergia a látex, 
quien presentó salpullido en la zona que estuvo en contacto con la planta, 
sugiriéndose que este el látex puede generar reacciones alérgicas cruzadas con 
otros látex (49).  
 
 
Euphorbia tirucalli 
 
Esta planta que es conocida comúnmente como Deditos o Liberal, es un arbusto de 
2 a 4 metros de altura (Figura 1H). En la región norteste de Brasil, su látex es 
utilizado por la población en el tratamiento de la sífilis y como antimicrobiano (50). 
En Antioquia es utilizado para el tratamiento de mordeduras de serpiente (51). La 
exposición a este látex puede causar queratoconjuntivitis, como lo sugirió un caso 
reportado por Shlamovitz y colaboradores, en el cual el ojo de un hombre de 40 
años entró en contacto con la planta mientras podaba. El análisis oftalmológico de 
su ojo determinó una disminución en la agudeza visual, como resultado de una 
exposición de la córnea a una sustancia alcalina, presumiblemente terpenos del 
látex de esta planta (32). Otra actividad importante es la actividad antitumoral de 
extractos de E. tirucalli. Esta actividad se evidenció utilizando el modelo de 
carcinoma de Erlich (tumor maligno pobremente diferenciado que se originó 
espontáneamente como un carcinoma de mama en ratón y es trasplantable, 
generalmente a la cavidad peritoneal) que induce una disminución del número de 
células progenitoras en médula ósea y una aumento de los niveles de 
prostaglandina E2.. Valadares y colaboradores encontraron una restauración del 
número de células de médula ósea y una disminución  de los niveles de 
prostaglandina E2. en los ratones trasplantados en cavidad peritoneal con este 
carcinoma y tratados vía oral con E. tirucalli. Adicionalmente, los autores 
observaron una disminución del tamaño del tumor en la cavidad peritoneal, lo que 
se vio reflejado en un  aumento de la sobrevida de los ratones tratados con la parte 
aérea de la planta (52).  
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Hura crepitans 
 
Hura crepitans (Figura 1I y 1J), comúnmente denominada Ceiba, Ceiba Lechosa, 
Acuapar, Ceibo, Uvilla, Jarillo, Arenillo o Sandbox en inglés, es una árbol que puede 
llegar a medir de 8 – 15 metros y se encuentra principalmente en bosques 
subtropicales. Por sus propiedades tóxicas, esta planta es usada por los 
pescadores en la región de Cundinamarca para matar los peces. En esta región, 
también es empleada para inducir vómito y laxante y en contacto con la piel como 
vesicante (puesto que produce irritación y ampollas) y rubefaciente. En Brasil, el 
extracto de la corteza es utilizado para el tratamiento de la Lepra (26). En Surinam, 
las hojas son utilizadas en medicina tradicional para el tratamiento de eczemas. A 
pesar de sus usos en medicina tradicional, se ha reportado que la ingesta de las 
semillas de esta planta produce irritación de la garganta, vómito, sofoco y dolor de 
cabeza (53). Adicionalmente, se reportó un caso en el cual una mujer de 38 años 
presentó rinoconjuntivitis inducida por exposición al látex. Se sugiere que esta 
reacción alérgica es debida los terpenos presentes en el látex (54).  
 
 
Phyllanthus niruri 
 
Es una hierba de aproximadamente 50 centímetros, conocida como Chaca Piedra, 
Viernes Santo o Barbasquillo (Figura 1K). Popularmente, esta planta se siembra por 
fuera de las casas utilizándola como insecticida. En medicina tradicional es usada 
como diurético, purgante y para el tratamiento de la diabetes (26). En la medicina 
tradicional hindú esta planta ha sido utilizada para el tratamiento de la ictericia y 
para problemas hepáticos. Ensayos preclínicos demostraron que P. niruri inhibe la 
formación de cristales de calcio, lo que explica su uso en el tratamiento de cálculos 
en el hígado (55). P. ninuri es conocido también por sus propiedades 
hepatoprotectoras en modelos murinos. Bhattacharjee y colaboradores, evaluaron 
la capacidad de una proteína aislada de P. niruri para contrarrestar al efecto 
hepatóxico del tetracloruro de carbono (CCl4). En estos experimentos se observó 
que al administrar intraperitonealmente la proteína de P. niruri a un grupo de 
ratones expuestos a CCl4, se normalizaron los niveles séricos de la enzima 
desaminasa de glutamato-piruvato, un marcador de daño hepático (56).  
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La 1-O-galoil-6-O-luteoil-R-D-glucosa, es un compuesto aislado de P. niruri con 
actividad citotóxica contra Plasmodium falciparum. El compuesto presentó in vitro 
una concentración inhibitoria 50 del crecimiento del parásito en glóbulos rojos 
humanos de 1.4 µg/ml (57). 
 
 
Sapium cuatrecasasii. 
 
El Sapium cuatrecasasii (Figura 1L), es una especie que casi no ha sido estudiada. 
Sin embargo, a su mismo género pertenece el Sapium haematospermum (Figura 
1M), el cual es nativo de regiones secas de Sur América. En Argentina, esta planta 
es utilizada para el tratamiento de diabetes y como diurético y astringente (58).  
Adicionalmente, posee actividad antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis, 
la cual es atribuida al lecheronol A, que es un compuesto aislado de las partes 
aéreas de la planta. Este compuesto, a una concentración de 4 µg/ml, inhibe en un 
90% el crecimiento de M. tuberculosis. El lecheronol A también tiene actividad 
citotóxica contra la línea celular de riñón de mono verde africano (VERO) (27) 
 
 
1.3. Potencial inmunomodulador de los productos naturales derivados de 
plantas 
 
Como ya se ha descrito, el potencial terapéutico de los productos naturales 
derivados de plantas no solo radica en su capacidad para disminuir los efectos de 
agentes externos potencialmente agresores como los microorganismos sino que 
también pueden actuar sobre células propias del organismo modificando su función. 
Se ha comprobado por ejemplo que productos derivado de Gingko biloba, como el 
Egb 761 que es un extracto de hojas de esta planta rico en flavonas, tienen efectos 
sobre la actividad de las neuronas en desordenes neurodegenerativos como es la 
enfermedad de Alzheimer que se caracteriza por la formación de placas amiloides y 
un aumento en la apoptosis de las neuronas. El Egb 761 inhibe la formación de la 
capa β amiloide e induce una disminución en la activación de la caspasa 3 en una 
línea celular de neuroblastoma productora de β amiloide (59). Se ha estudiado 
también ampliamente la capacidad antitumoral de compuestos derivados de plantas  
 Figura 1. Plantas de la familia Euphorbiaceae evaluadas en este estudio o especies relacionadas.  (A) Hojas de Caryodendron orinocense1, (B) Hojas de Codiaeum variegatum1, (C) 
Hojas de Cnidoscolus aconitifolia2, (D) Hojas3 y (E) látex de  Croton lechleri3, (F) Hojas de Euphorbia cotinifolia1, (G) Hojas de Euphorbia pulcherrima1, (H) Hojas de Euphorbia tirucalli1, (I) 
Hojas1 y (J) corteza de Hura crepitans1, (K) Hojas Phyllanthus niruri3, (L) Hojas del Sapium cuatrecasasii1 y (M) Sapium haematospermum4.  
1Tomada de muestra vegetal almacenada en el herbario o de un espécimen sembrado en el jardín Botánico de Medellín. Cortesía de Dario Sánchez y Wilder Buitrago. 2Tomado de Temuki-
Plantas Mexicanas (60). 3Tomado de Wealth of the rainforest (61).4Tomado de Plantas Nativas (62) 
A B C D 
E F G H I 
J K L M 
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tanto in vitro como in vivo y como ya se mencionó anteriormente muchos de los 
utilizados hoy en día en terapia contra el cáncer son derivados de fuentes naturales.  
 
 
Sin embargo, el efecto biológico de estos compuestos puede radicar también en 
sus propiedades como agentes moduladores de la respuesta inmune. El término 
inmunomodulación se refiere a la acción que ejercen algunos compuestos sobre 
mecanismos tanto de la inmunidad innata como adquirida, lo que puede llevar 
directa o indirectamente a otros efectos como por ejemplo su actividad 
antimicrobiana (10). En muchos casos, el compuesto puede ejercer su actividad 
inmunomoduladora simultáneamente con otros efectos, por ejemplo, puede tener 
acción antitumoral directa. Kumar y colaboradores evaluaron la actividad 
antitumoral del extracto de Andrographis paniculada sobre la línea tumoral de colon 
HT-29 y la actividad proliferativa sobre células mononucleares de sangre periférica 
(CMSP) humana. Interesantemente, este extracto inhibe la proliferación de las 
células HT- 29 y a su vez, induce la proliferación de los CMSP humana, debida a un 
aumento en la producción de interleuquina (IL)-2 (63).  
 
 
En la selección de los blancos para la evaluación de la actividad 
inmunomoduladora, la búsqueda puede estar dirigida hacia compuestos 
inmunoestimulantes para el tratamiento de cáncer e infecciones, compuestos que 
induzcan inmunoregulación en el sistema y supriman respuestas inmunes no 
deseadas como en el caso de las hipersensibilidades o enfermedades autoinmunes 
o hacia la búsqueda de adyuvantes para las vacunas (64). Se ha observado que 
estas sustancias pueden modular específicamente mecanismos efectores de la 
inmunidad innata o adquirida aunque en muchos casos sus efectos se evidencian 
en los dos brazos de la respuesta inmune. En el caso de la inmunidad innata, se 
han descrito sustancias que pueden modular la actividad de las células fagocíticas 
como es el caso de la graniina, aislada de Geranium funbergii, una hierba 
perteneciente a la familia Geraniaceae que induce un aumento de la fagocitosis de 
levaduras vivas de Saccharomyces cerevisiae por parte de macrofágos peritoneales 
murinos (65). Este efecto parece ser debido a que la geraniina induce una 
modificación en el citoesqueleto y actúa sobre una proteína asociada a la 
membrana de la bicapa lípidica aumentando así la formación o transporte de las 
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vacuolas fagocíticas. Adicionalmente, se ha evaluado la actividad de productos 
naturales sobre la producción de algunas de las citoquinas que intervienen en la 
respuesta inmune innata (66). Algunos polisacáridos aislados de extractos de 
Juniperus scopulorum, una planta perteneciente a la familia Cupressaceae, activan 
macrófagos humanos, induciendo un aumento en su producción de oxido nítrico y 
de citoquinas pro-inflamatorias como la IL-1, IL-6, IL-12 y TNF-α (Factor de necrosis 
tumoral – alfa) (67). En relación  a la inmunidad adaptativa se ha evaluado, entre 
otros parámetros, la capacidad de algunos compuestos de modular la producción 
de inmunoglobulinas. En un modelo murino de dermatitis atópica, se observó por 
ejemplo, que el compuesto astragalina, aislado de Diospyros kaki thunberg 
perteneciente a la familia Ebenaceae, reduce los niveles séricos de IgE en los 
ratones atópicos, y a su vez, disminuye la síntesis de  la IL-4 y IL-13, dos 
interleuquinas que inducen el cambio de isotipo a IgE en linfocitos B (68). En 
modelos murinos se ha evaluado también la actividad de extractos derivados de 
plantas de modular la proliferación de esplenocitos solos o estimulados con 
mitógenos. Por ejemplo, se ha reportado que los extractos de las plantas Cedrela 
lilloi y Trichilia elegans, ambas pertenecientes a la familia Meliaceae disminuyen la 
actividad proliferativa de los esplenocitos murinos estimulado con concanavalina A 
(Con A) y no modificaban la proliferación de las células en ausencia de otros 
estímulos (69). En CMSP como estrategia in vitro de cultivo primario de linfocitos 
humanos se ha evaluado la actividad de las lectinas cramoll 1 y cramoll 1,4, 
aislados de la planta Cratylia mollis, para inducir proliferación celular. Maciel y 
colaboradores reportarón que estas dos lectinas inducen proliferación en la misma 
proporción que la Con A sobre CMSP (70). Otra planta con actividad 
linfoproliferativa es la Calendula officinalis, el extracto de flores de esta planta 
induce una proliferación equivalente al 30% de la inducida por la Con A en CMSP. 
Tambíen, sobre estás células se ha evaluado la actividad citotóxica de algunos 
extractos, como el obtenido de la cáscara de la palma Cocos nucifera, el cúal 
disminuye la viabilidad celular en un 20% en relación a las células no tratadas (71). 
 
  
De manera interesante, aunque muchos productos naturales no poseen un efecto 
directo sobre las células del sistema inmune, puede modificar la actividad biológica 
de otros compuestos actuando sobre células previamente activadas. El extracto de 
Alchornea glandulosa, inhibe por ejemplo la producción de TNF-α inducida por el 
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lipopolisácarido (LPS) de Escherichia coli en macrófagos peritoneales murinos. Esto 
indica que este extracto podría potencialmente modular in vivo la respuesta de los 
macrófagos ante una infección por bacterias gramnegativas (72). Nicholl y 
colaboradores evaluaron la actividad inmunomoduladora del extracto de las hojas 
de Osbeckia aspera sobre CMSP estimuladas con fitohemaglutinina (PHA) o éster 
de forbol 12 miristato 14 acetato (PMA) – Ionomicina. Debido a que se presenta una 
inhibición de la proliferación de las células estimuladas con PHA y no en las células 
estimuladas con PMA – Ionomicina, ellos sugieren que el extracto inhibe la función 
de las células presentadoras de antígeno (CPA) o la interacción entre las CPA y los 
linfocitos T (73). 
 
 
Los efectos pleiotropicos de los metabolitos activos de las plantas en el sistema 
inmune han sido parcialmente explicados por su capacidad para modular la 
actividad del factor de trascripción nuclear κB (NF-κB). El NFκB es un factor de 
trascripción nuclear que en células en reposo permanece en el citoplasma como un 
complejo con las proteínas inhibidoras de κB (IκB), las cuales bloquen la 
translocación de este factor al núcleo. Cuando se fosforilan los residuos de serinas 
presentes en IκB mediante las quinasas de IκB (IKK), estas moléculas se 
ubiquinizan y degradan liberando al NF-kB que se trasloca al núcleo induciendo la 
trascripción de más de 400 genes diferentes involucrados los procesos de 
inflamación, apoptosis, proliferación y sobrevida de la célula entre otros (74). 
Compuestos como el Honokiol, aislado de Magnolia officinalis, y el 
petrosaspongiolido M, aislado de Petrosaspongia nigra, suprimen la activación del 
NF-κB disminuyendo así la producción de TNF-α (75). Se ha demostrado que el 
Honokiol ejerce su actividad mediante la  inhibición de la actividad quinasa del IKK, 
lo que impide la disociación del complejo NFkB/IkB (76). Por su parte, el 
petrosaspongiolido M, inhibe la fosforilación y degradación deI IκB en macrófagos 
peritoneales murinos estimulados con zimosan (carbohidrato presente en la pared 
celular de levaduras), evitando la activación del NF-κB (77).  
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1.4. Sustancias activas aisladas de las euforbiaceas con capacidad 
inmunomoduladora 
  
En lo relacionado a la familia Euphorbiaceae, muchos de los compuestos 
biológicamente activos poseen la capacidad de modular la función inmune. Se ha 
encontrado que la curcaciclina A, aislada de Jatropha curcas, y el alcaloide taspine, 
aislado de Croton Draco, inhiben la vía clásica del complemento (78, 79). Los 
extractos de Euphorbia cheiradenia inducen un aumento en la producción de 
algunas citoquinas como la IL-2 en linfocitos periféricos humanos (80).  
 
 
De las plantas seleccionadas para este estudio o especies taxonomicamente afines, 
se ha reportado que el extracto del látex de C. lechleri inhibe la proliferación de 
esplenocitos murinos estimulados con Con A. Adicionalmente, induce o inhibe de 
manera dosis-dependiente la fagocitosis de monocitos humanos estimulados con 
con el lipopolisacarido de Escherichia coli (42). El diterpeno dehidrocrotonina 
aislado de C. cajucara incrementa la actividad citotóxica in vitro de las células NK 
(asesinas naturales) aisladas del bazo de ratones con carcinoma de Erlich sobre la 
línea célular YAC-1 (línea celular de linfoma murino inducido por inoculación con el 
virus de leucemia Moloney) (81). Por su parte, E. tirucalli tienen la capacidad de 
modular algunos aspectos tanto de la inmunidad innata como adaptativa. En esta 
planta, se aisló una fracción biopolimérica, la cual disminuye el número de linfocitos 
T CD4+ y CD8+ en sangre periférica e inhibe la expresión intracelular de IL-2 y de 
IFN-γ (interferon-γ) por leucocitos tras su administración oral en ratones (50). 
Adicionalmente, el látex de E. tirucalli disminuye la inmunidad celular asociada a 
infecciones por el EBV. (82). Los linfocitos B infectados por el EBV en estado de 
latencia expresan en membrana la proteína viral LMP1 (proteína de membrana 
latente 1), la cual es el blanco de la actividad de los linfocitos T citotóxicos 
específicos sobre linfocitos B infectados. Se ha observado que el ester 4-dexiforbol 
aislado del látex de esta planta induce una regulación negativa de esta proteína, 
bloqueando así la actividad citotóxica de los linfocitos T (82, 83). La astragalina, la 
cual se ha mencionado anteriormente como un compuesto derivado de Diospyros 
kaki thunberg que inhibe la producción de IgE en un modelo murino de dermatitis 
atópica, también ha sido aislada de P. niruri (55), demostrándose a su vez que 
disminuye la producción de IgE en un modelo murino de anafilaxia cutánea pasiva y 
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dermatitis atópica (84). Otra planta que modula la proliferación celular de los 
linfocitos es el S. glandulatum. El extracto del tallo de esta planta induce una 
inhibición del 90% de la proliferación de CMSP estimuladas con PHA (85).  
 
 
Entre los compuestos con actividad biológica aislados de estas plantas, se 
encuentran los terpenoides, flavonoides, taninos, lignanos y otros compuestos 
polifenólicos, cumarinas, lectinas y péptidos (25). En esta familia se han identificado 
más de 55 terpenos, presentes principalmente en el látex de las plantas (25). Los 
terpenos, que son biosintéticamente derivados de unidades de isopreno, son 
utilizados por las plantas para protección contra herbívoros y patógenos. Con 
respecto al efecto inmunomodulador de estos metabolitos, se ha encontrado que la 
pepluanona, un terpeno aislado de Euphorbia peplus atenúa la producción de oxido 
nítrico, prostaglandina E2 y TNF-α en macrófagos murinos estimulados con LPS, un 
efecto debido a una inhibición de la activación del NF-κB (86). También se han 
encontrado algunos diterpenos con actividad sobre la proliferación celular. El 
yuexiandajisu, un diterpeno aislado de la raíz de Euphorbia ebracteolata, induce 
una inhibición de la proliferación de linfocitos B y adicionalmente posee actividad 
antitumoral contra la línea célular de leucemia de ratón P-388 (87). Sin embargo, el 
efecto inmunomodulador no siempre se correlaciona con la actividad antitumoral de 
estos compuestos ya que por ejemplo se ha reportado que otros ditepernos con 
actividad antitumoral como el puberceno A, B y C, aislados de Euphorbia 
pubescens no presentan actividad sobre la proliferación de CMSP estimuladas con 
PHA (88).   
 
 
La familia Euphorbiaceae también es rica en flavonoides, principalmente flavonas y 
flavonoles. Estos compuestos se detectan en diferentes partes de las plantas a 
excepción de las raíces (25) y son el resultado de la unión de las vías bioquímicas 
del siquimato y del acilpolimalonato (89). Entre las actividades biológicas más 
importantes reportadas para los flavonoides esta su capacidad antiinflamatoria 
debida a sus propiedades antioxidantes. El flavonoide Quercitrin, aislado de 
Phyllanthus urinari, presenta una considerable actividad antioxidante medida por la 
capacidad depuradora de especies reactivas de oxígeno. Adicionalmente este 
compuesto induce una inhibición de la producción de oxido nítrico en macrófagos 
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peritoneales murinos y un bloqueo de los esplenocitos en la fase G0/G1 (90). 
Precisamente, la detención de las células en diferentes fases del ciclo celular es 
una de las principales actividades de los flavonoides por lo cual tienen también 
actividad antitumoral (55, 91-93). Otros de estos compuestos poseen actividades 
similares a las de moléculas del sistema inmune, por ejemplo, el Quercetrin, 
presenta una actividad parecida a la IL-10, eso se evidenció en un ensayo usando 
líneas celulares que proliferaban en presencia de algunos ligandos humanos, como 
la IL-10 y la insulina. Estas líneas fueron estimuladas con el quercetrin, 
observandose que las células dependientes de IL-10 proliferaban (94). Poco se ha 
evaluado la actividad de los flavonoides sobre la proliferación de células del sistema 
inmune sin embargo, se ha reportado que flavonoides aislados de otras familias de 
plantas pueden modular la proliferación de linfocitos T tanto humanos como 
murinos (95, 96)  
 
 
Otro tipo de polifenoles presentes en la familia Euphorbiacea son los taninos. Estos 
compuestos pueden estar presentes en casi cualquier parte de la planta (semilla, 
frutas, hojas, corteza, raíz). Los taninos son biosintetizados por medio de 
deshidrogenización de un intermediario en la vía del shiquimato (97, 98). Estos 
compuestos también presentan una fuerte actividad depuradora de especies 
reactivas de oxígeno como es el caso del geranii y el corilagin, aislados de  P. niruri 
y P. urinari. (55, 99). Sin embargo, no se ha estudiado en detalle la actividad de los 
taninos aislados de esta familia sobre las células inmunes. Algunos taninos de otras 
familias de plantas bloquean el ciclo celular induciendo apoptosis en líneas 
celulares derivadas de linfocitos T o por el contrario modulan los niveles de calcio 
intracelular en células somáticas aumentando su proliferación (100-102).   
 
 
De la familia Euphorbiaceae también se han aislado algunas lectinas que son 
glicoproteínas con afinidad por residuos de carbohidratos. Esta propiedad también 
les da a algunas de estas moléculas capacidad aglutinante y/o la propiedad de 
activar células del sistema inmune al inducir un entrecruzamiento de sus receptores 
glicosilados de superficie. Por ejemplo, la lectina aislada del látex de Euphorbia 
neriifolia, induce aglutinación de todos los grupos sanguíneos humanos y 
proliferación de esplenocitos murinos. La actividad biológica de esta lectina se ve 
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inhibida en presencia de los carbohidratos galactosa o lactosa (103). En la planta H. 
crepitans se han aislado dos lectinas, la primera de ellas presente en las semillas y 
la otra en el látex. Estas dos lectinas presentan afinidad por los mismos 
carbohidratos (N-acetil-D-galactosamida y D-galactosa) e inducen aglutinación de 
eritrocitos independientemente del grupo sanguíneo. Adicionalmente, la lectina 
aislada del látex de esta planta induce proliferación de linfocitos T humanos 
purificados (104). Otra lectina que presenta actividad proliferativa en linfocitos T 
humanos purificados más no en linfocitos B es la aislada en el látex de Euphorbia 
marginata, la cual tiene afinidad por D-galactosa, gentiobiosa y lactosa entre otros 
carbohidratos. Adicionalmente, este compuesto induce la producción de TNF-α en 
CMSP (105).   
 
 
1.5. Estrategias de fraccionamiento para la evaluación de  la actividad 
inmunomoduladora 
 
La química combinatorial, es una técnica en la cual se sintetizan simultáneamente 
un gran número de diferentes moléculas usando las mismas condiciones de 
reacción, creando así rápidamente una gran librería de nuevas moléculas. Esta 
estrategia desplazo por algunas décadas la búsqueda de nuevos compuestos de 
origen natural, debido a la disminución en costos y tiempo que esto generaba para 
la industria farmacéutica (66). Sin embargo, en el proceso de obtención de nuevos 
compuestos con actividad inmunomoduladora, el fraccionamiento biodirigido por 
blancos específicos a partir de extractos crudos, es la estrategia con más alto 
redimiendo, considerando que la naturaleza ha generado un gran número de 
nuevas estructuras químicas estables que no se han podido producir ni siquiera en 
los laboratorios más industrializados (35). La realización de un fraccionamiento 
inicial con solventes de polaridad decreciente, antes de la evaluación biológica, 
permite separar los compuestos polares de los menos polares para una mejor 
discriminación de la actividad de las fracciones (106). Luego de este proceso se 
realiza el subfraccionamiento cromatográfico de las fracciones activas separando 
finalmente los compuestos con actividad biológica por cromatografía líquida de alta 
presión. Se han realizado algunos estudios de tamizaje para la búsqueda de 
metabolitos con actividad inmunomoduladora como en el caso del estudio realizado 
por Souza y colaboradores, en el cual se evaluó el efecto de 168 plantas en la 
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actividad proliferativa de CMSP estimuladas con PHA, logrando aislar apenas un 
compuesto con actividad anti-proliferativa (85). Sin embargo, a pesar de la gran 
biodiversidad existente no se ha realizado una búsqueda sistemática de productos 
con actividad inmunomoduladora que involucre grupos multidisciplinarios que 
aporten diversos enfoques y busquen un objetivo común.  
 
 
Aprovechando el gran potencial biológico de las Euforbiaceas, se evaluó en este 
proyecto, la actividad inmunomoduladora de extractos de plantas pertenecientes a 
esta familia. Este estudio se llevó acabo sobre CMSP, las cuales contienen células 
que hacen parte de la inmunidad innata (monocitos y NK), y otras de la inmunidad 
adaptativa (linfocitos B y T). Se evaluó la capacidad que poseen los extractos de 
modular la proliferación y apoptosis espontánea e inducida por PHA y cicloheximida 
(CHX), respectivamente y adicionalmente, la capacidad de los extractos de modular 
la producción de TNF-α, basal o inducida por LPS.  
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2. OBJETIVOS 
 
 
2.1. Objetivo general 
 
Evaluar la actividad inmunomoduladora de extractos de 10 plantas de la familia 
Euphorbiaceae y establecer cuales son las fracciones activas de estas plantas 
responsables de su actividad biológica. 
 
 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
2.2.1 Evaluar la actividad citotóxica de los extractos de estas plantas sobre células 
mononucleares de sangre periférica (CMSP) 
   
2.2.2 Evaluar in vitro el efecto modulador de los productos naturales seleccionados 
sobre CMSP en los siguientes aspectos de la inmunidad:  
• Inducción de la proliferación celular. 
• Modulación de la proliferación inducida por PHA 
• Inducción de apoptosis espontánea 
• Modulación de la apoptosis inducida por la acción de CHX 
• Inducción de la producción de TNF-α 
• Modulación de la producción de TNF-α en respuesta al LPS 
 
2.2.3 Evaluar in vitro el efecto inmunomodulador de las subfracciones derivadas de 
los extractos de las plantas que tengan actividad biológica sobre CMSP en los 
aspectos ya mencionados de la inmunidad 
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3. MATERIALES Y METODOS 
 
 
3.1. Recolección de Material Vegetal  
 
Las hojas de Caryodendron orinocensis, Codiaeum variegatum, Euphorbia 
pulcherrima, Hura crepitans, Jatropha acotinifolia, Phyllanthus niruri, Phyllanthus 
spp. y Sapium cuatrecasasii, la corteza de Croton spp.y Phyllanthus spp y el látex 
de C.variegatum, Euphorbia cotinifolia y Euphorbia tirucalli se recolectaron durante 
el 2005 y el 2006 de diferentes fincas de la Universidad de Antioquia ubicadas en 
San Pedro, Barbosa, Porce y Caucasia, en el departamento de Antioquia – 
Colombia. 
 
 
3.2. Preparación de extractos  
 
Las hojas y cortezas secas (500 g) de P. niruri, H. crepitans, C. variegatum, C. 
orinocense, J acotinifolia,  Phyllanthus spp, Croton spp, S cuatrecasassi  y E. 
pulcherrima fueron extraídos por percolación a temperatura ambiente con 6 litros de 
metanol por 3 días. Posteriormente, los extractos fueron filtrados y concentrados a 
presión reducida. Estos extractos fueron fraccionados con una mezcla de HDM 
(2:1:1 v/v) utilizando un fraccionamiento líquido-líquido, dando origen a dos 
fracciones, una soluble y otra insoluble en esta mezcla. Los látex frescos (100 ml) 
de E. cotinifolia y E. tirucalli se extrajeron por maceración con acetato de etilo (400 
ml) y por su parte el látex (100 ml) de C. variegatum se extrajo con acetona (400 ml) 
también por maceración. Las extracciones por maceración se realizaron a 
temperatura ambiente de forma inmediata. Estos extractos se concentraron a 
presión reducida y se fraccionaron por cromatografía de columna utilizando como 
fase estacionaria silica gel y como eluente una mezcla de hexano:acetato de etilo 
de polaridad creciente. Las fracciones obtenidas fueron reunidas teniendo en 
cuenta patrones cromatográficos y espectroscópicos. 
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Todos los extractos concentrados se resuspendieron en dimetilsulfoxido (DMSO, 
Sigma, Saint Louis, MO) a unas concentraciones de 40 mg/ml, 100 mg/ml y 200 
mg/ml dependiendo de su solubilidad en este solvente. Seguidamente, alícuotas de 
estos extractos se congelaron  a –70ºC hasta su uso. 
 
Para confirmar la adecuada solubilidad de los extractos disueltos en DMSO en el 
medio de cultivo de las CMSP, se realizaron 5 diluciones dobles seriadas de los 
extractos (desde 1000 µg/ml hasta 62,25 µg/ml) en RPMI y se verificó 
cualitativamente al microscopio óptico (magnificación 40X) la total ausencia de 
grumos o cristales. 
 
3.3. Evaluación de la presencia de Endotoxina en los extractos 
 
La endotoxina es un producto de la pared celular externa de las bacterias gram-
negativas. Este compuesto esta formado por un grupo polisacárido y una porción 
lipídica. La porción polisácarida es altamente variable y es uno de los principales 
antígenos de las bacterias gramnegativas reconocido por el sistema inmune. A su 
vez, la fracción lípidica es altamente conservada y es reconocida por los patrones 
moleculares asociados a patógenos (PAMP) induciendo una respuesta por parte del 
sistema inmune innato. La exposición a endotoxina induce fiebre, neutrofilia y 
aumento de la concentración de reactantes de fase aguda en plasma. 
Adicionalmente, esta molécula estimula la liberación de citoquinas como la IL-1 y 
TNF-α, por los leucocitos que inducen a su vez un incremento en los niveles de la 
enzima ciclooxigenasa la cual convierte el ácido araquidónico en prostaglandinas. 
Al elevarse los niveles de prostaglandinas se induce entre otros efectos, un 
aumento de la temperatura corporal (74).   
 
 
La contaminación con endotoxina de los extracto podría inducir una respuesta en la 
CMSP in vitro, que se vería reflejada en un aumento o disminución de su actividad 
inmunomoduladora, generando interferencias inespecíficas en los análisis. Para 
detectar la presencia de LPS en los extractos de las plantas se utilizó el kit Limulus 
Amebocyte Lysate QCL-1000®. Este kit puede detectar cantidades mínimas de 
endotoxina (límite de detección de 0.13 pg/ml), inclusive por debajo de 100 pg/ml, la 
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cual es la concentración mínima con significancia biológica sobre las células de 
sistema inmune.  
 
 
Se evaluó la presencia de endotoxina en los extractos utilizando el kit de Limulus 
Amebocyte Lysate QCL-1000® (Cambrex, Walkersville, MD) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El ensayo utiliza las propiedades de la endotoxina para 
activar una proenzima presente en el lisado de los amebocitos del Limulus 
polyphemus. Una vez la enzima es activada, ésta cataliza el despredimiento de la 
p-nitroanilida (pNA) del sustrato incoloro Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNA. Posteriormente, la 
intesidad del color se determina utilizando espectrofotometría a una longitud de 
onda de 410 nm. La concentración de pNA liberada, la cual es proporcional a la 
cantidad de endotoxina en la muestra, se calcula de acuerdo a una curva estándar. 
El límite inferior de la prueba es de 0,13 pg/ml. Brevemente, se realizaron diluciones 
1:10 para los extractos incoloros y 1:100 para los extractos coloreados en solución 
amortiguadora de sales de fosfato (PBS, Sigma). A estas muestras se les adicionó 
50 µl del lisado de los amebocitos incubando por 10 minutos a 37°C. 
Posteriormente, se les adicionó 100 µl del sustrato cromogénico dejandolo incubar 
por 6 minutos a 37°C, para finalmente adicionarles 100 µl de la solución de parada. 
Posteriormente, se determinó la densidad óptica (DO) de cada pozo en el Lector de 
ELISA Power Wavex (Bio-tek instruments inc., Winooski, VT) a una longitud de onda 
de 410 nm. 
 
 
3.4. Obtención de CMSP 
 
Se extrajeron 30 ml de sangre venosa periférica heparinizada de individuos sanos 
por punción de la vena braquial. Estas muestras se centrifugaron a 648 g a 
temperatura ambiente (TA) por 10 minutos para obtener una capa rica en leucocitos 
por cada 10 ml de sangre extraída. Esta capa se disolvió en 7 ml de solución PBS y 
posteriormente esta suspensión se adicionó sobre 3 ml de Ficoll Histopaque® 1077 
(Sigma) centrifugandose a 648 g a TA por 40 minutos. Así se obtuvó la capa de 
CMSP que luego de dos lavados con PBS, se resuspendió en RPMI 1640 (Sigma) 
suplementado con 10% Suero Fetal Bovino (SFB, Cambrex) y 2% de una solución 
Penicilina/estreptomicina (10.000 Unidades penicilina/ml, 10.000 µg 
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estreptomicina/ml, Cambrex). El número de las CMSP por ml del medio se 
determinó en un hemocitometro y la viabilidad por exclusión de la incorporación de 
azul de tripano. 
 
 
Para la obtención de las CMSP para los ensayos de proliferación utilizando timidina 
tritiada se siguió el mismo protocolo reemplazándose el SFB por suero autólogo 
(SA) inactivado, a la misma proporción. Para estos ensayos se utilizó además RPMI 
1640 enriquecido con hepes (Cambrex) en vez del RPMI convencional.  
 
 
3.5. Purificación de linfocitos T a partir de CMSP 
 
La purificación de los linfocitos T se realizó mediante selección negativa utilizando 
perlas magnéticas (T cell Negative Isolation Kit, Dynal-Biotech ASA, Oslo, 
Noruega). Las CMSP se lavaron dos veces con PBS 1X suplementado con 0.1% de 
Albúmina Sérica Humana (Sigma-Aldrich) y 0.6% de citrato de sodio (SIGMA) a 200 
x g / 8 min / 4°C y se evaluó el número de células por ml del diluyente en un 
hemocitómetro utilizando con azul de tripano para calcular la viabilidad celular. 
Posteriormente se incubaron 1 x 107 CMSP durante 20 min a 4°C con 20 µl de la 
mezcla de anticuerpos del kit de selección negativa (anti-CD14, anti. CD16, anti-
HLA Class II DR/DP, anti-CD56 y anti-CD235a) adicionando además 20 µl de SFB. 
Al finalizar este período de incubación, las CMSP se lavarón para posteriormente 
ser incubadas con perlas magnéticas de depleción (Depletion Dynalbeads, Dynal-
Biotech) bajo rotación contínua en un mezclador-rotador de muestras (RKDynal, 
Dynal-Biotech) a 4ºC / 15 min / 25 rpm. Seguidamente, se resuspendieron las 
rosetas y se concentraron magnéticamente para extraer el sobrenadante rico en 
linfocitos T. Se realizó una segunda incubación con perlas magnéticas (bajos las 
mismas condiciones mencionadas anteriormente) para aumentar la pureza de la 
separación. Se determinó el número de células por ml del diluyente y la viabilidad 
nuevamente. La pureza de esta suspensión celular se evaluó mediante citometría 
de flujo usando un anticuerpo anti-CD3 marcado con Pe-Cy5 (Becton Dickinson, 
San José, CA) y su respectivo control de isotipo, empleando un citómetro de flujo 
FACScan (Becton Dickinson) con un láser de argón de longitud de onda de 488 nm. 
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3.6. Evaluación de citotoxicidad de los extractos sobre CMSP usando la 
técnica del MTT  
 
Para la evaluación del efecto citotóxico de los extractos y subfracciones sobre 
CMSP se utilizó la técnica del MTT. Esta técnica se basa en la reducción del 
compuesto 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5 bromuro difeniltetrazolio (MTT) a formazan 
púrpura en presencia de la enzima deshidrogenasa mitocondrial de las células 
viables. Las CMSP se obtuvieron como se describió anteriormente. Se sembraron 
1x105 células/pozo en un plato de 96 pozos de fondo en U (Falcon, Becton 
Dickinson). Las células se estimularon con 20µg/ml de PHA (Sigma), dejando pozo 
de células sin PHA como control negativo de este estímulo. Se incubó por 48 horas 
a 37°C y al 5% de CO2. Seguidamente, se realizarón dos lavados de las 
suspensiones celulares con 100 µl de Solución Buffer de Hank (HBSS, Cambrex) 
centrifugándose a 578 x g a TA por 7 minutos y se adicionaron ya sea 5 
concentraciones del extracto en diluciones dobles para los extractos crudos (de 
62,6 a 1000 µg/ml) ó 3 concentraciones de las subfracciones en diluciones dobles 
(de 20 a 80 µg/ml) por triplicado. Como control de la actividad citóxica del solvente 
DMSO, unos pozos de células se expusieron a este solvente en proporciones 
equivalentes al volumen de éste en las diluciones de los extractos y como control 
positivo de citotoxicidad se utilizó DMSO al 10%. Estas suspensiones se incubaron 
nuevamente por 48 horas a 37°C al 5% de CO2. Al finalizar este tiempo de 
incubación, se realizaron dos lavados con 100 µl de HBSS por pozo a 578 x g a TA 
por 7 minutos. Posteriormente, se agregaron 50 µl por pozo de una solución de 
MTT (Sigma) (0.5 mg/ml en HBSS), los platos se incubaron por cuatro horas a 37°C 
al 5% de CO2. Y al finalizar se adicionó 130 µl de DMSO por pozo para disolver los 
cristales de MTT. Los platos fueron colocados en un agitador Unimax 1010 
(Heidolph, Schwabach, Alemania) por 15 minutos y seguidamente se determinó la 
densidad óptica (DO) de cada pozo en el Lector de ELISA Power Wavex (Bio-tek 
instruments inc., Winooski, VT)  a una longitud de onda de 550 nm (DO550). 
 
 
El porcentaje de citotoxicidad de los extractos se calculó como: 
 
  
( ) 100*


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=
B
BAProcentaje de Citotoxicidad 
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Donde A es la DO550 de células vivas (control negativo de citotoxicidad) y B 
corresponde a la DO550 de células expuestas a cada una de las concentraciones de 
los extractos. La concentración citotóxica 50 (CC50) se calculó como la 
concentración del extracto a la cual sobreviven el 50% de las células vivas. Este 
cálculo se realizó ajustando la curva de los resultados de porcentaje de 
citotoxicidad versus concentración del extracto a una curva polinomial interpolando 
el valor de citotoxicidad del 50% a la concentración correspondiente, utilizando el 
programa GraphPad Prism 4.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA) 
 
 
3.7. Evaluación de la proliferación de las CMSP por incorporación de 
timidina tritiada 
 
Se evaluó la proliferación célular utilizando la técnica radioactiva de incorporación 
de timidina tritiada. En esta técnica, se emplea la mólecula de timidina marcada 
radioactivamente, ésta al ser un análogo de la timina es incorporado en las hebras 
de ADN por las células que se dividen. Las células que han incorporado éste 
radioisotopo emiten radiación β, la cual es medida utilizando un contador de 
centelleo. Para los ensayo de incorpración de timidina tritiada se obtuvieron CMSP 
y/o linfocitos T como se describió con anterioridad. Las células se diluyeron a una 
concentración de 2,5 x 106 CMSP/ml o 1 x 106 linfocitos T/ml en RPMI 
suplementado. Se sembraron  2,5 x 105  CMSP/pozo o 1 x 105 linfocitos T/ml en 
platos de 96 pozos fondo en U y se adicionó 5 diluciones dobles de extracto crudos 
(de 6,25 a 100 µg/ml) o 10 diluciones de las subfracciones (de .05 a 20 µg/ml) con o 
sin 10 µg/ml de PHA por triplicado. Se incubó por 48 horas a 37°C y al 5% de CO2. 
Posteriormente, se adicionó 1 µCi de timidina tritiada (Biomedicals, Irving, CA) en 
20µl de RPMI en cada pozo y se incubo por 18 horas adicionales a 37°C y al 5% de 
CO2. Los cultivos se colectaron en filtros (Inotech Biosystems internacional Inc, 
Rockville, MD) usando un colector de células (Cell Harvester, Inotech Biosystems 
International Inc,). Los filtros se dejaron secar por 24 horas y posteriormente se le 
adicionó a cada pozo del filtro 25 µl de líquido de centelleo (Perkin Elmer precisely, 
Shelton, CT). Y se determinaron las cuentas de radiación β emitidas por minuto 
(cpm) utilizando un colector de centelleo (Hidex,Turku, Finlandia). Los resultados se 
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expresaron como índices de proliferación (IP). El IP corresponde al número de cpm 
de la células estimuladas con extracto o PHA dividido entre el número de cpm de 
las células sin estimular. El índice de proliferación relativo (IPR) corresponde al IP 
de las células estimulas con PHA y extracto dividido entre el IP de las células 
estimuladas solo con PHA. 
 
 
3.8. Evaluación de la proliferación de CMSP utilizando el ensayo de dilución 
de CFSE por citometría de flujo  
 
La respuesta proliferativa de las subfracciones seleccionadas, se evaluó 
adicionalmente mediante el ensayo de dilución de 5,6 ester succinimidil diacetato 
carboxifluoresceina (CFSE, Molecular probes, Eugene, OR) por citometría de flujo.  
El CFSE es un colorante liposoluble que una vez que ha ingresado a la célula no 
puede salir, la intensidad media de fluorescencia de este colorante se diluye con 
cada división celular permitiendo saber el número de ciclos celulares que presenta 
una célula. Las CMSP se obtuvieron como ya se ha descrito, se contaron y se 
centrifugaron a 512 x g a 10 min a 4°C, descartando el sobrenadante y 
resuspendiéndose a una densidad de 4 x 106 células/ml en 1µM de CFSE disuelto 
en PBS precalentado a 37°C, durante 15 min a 37°C en la oscuridad. 
Posteriormente, se descartó el sobrenadante. Las células se dejaron incubar en 30 
ml de RPMI 1640 suplementado por 30 minutos a 37°C en la oscuridad. A 
continuación se lavaron y se resuspendieron 40 ml de PBS (precalentado a 37°C) y 
la suspensión celular se incubó por 45 min a 37°C en la oscuridad. Seguidamente 
se obtuvo el botón celular por centrifugación 210 x g a 10 min a 4°C, se 
resuspendió en RPMI y se evaluó nuevamente su viabilidad con azul de tripano en 
un hemocitometro determinándose el número absoluto de células en la suspensión. 
Se sembraron 1 x 106 células/ml en platos de 48 pozos, en presencia de 2.5, 5, 10 
o 20 µg/ml de las subfracciones seleccionadas. Adicionalmente, se incubaron 
CMSP solo con medio de cultivo o CMSP en presencia de 2.5, 5, 10 o 20 µg/ml de 
PHA. Después de 72 horas a  37°C en 5 % CO2 se adicionó 60 unidades/µl de IL-2 
a los pozos con PHA o con extracto y se incubó a 37°C por 48 horas adicionales. 
Para caracterizar las subpoblaciones celulares con actividad proliferativa se realizó 
una tinción con un anticuerpo monoclonal anti-CD3 humano marcado con Pe-Cy5 
(BD Pharmigen, San José, CA,). Seguidamente se realizó la lectura en el citómetro 
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de flujo FACScan. Los resultados de las lecturas se analizaron mediante la 
plataforma de proliferación del programa FlowJo versión 7.8 para Macintosh (Tree 
Star, Inc., Ashland, OR).  
 
 
3.9. Evaluación de eventos tempranos de apoptosis celular usando 
DiOC6/yoduro de propidio por citometría de flujo 
 
Para la evaluación de apoptosis temprana de las CMSP en presencia de los 
extractos se utilizó la prueba de DiOC6 (Invitrogen, Eugene, OR) y yoduro de 
propidio (Sigma). El DiOC6 es un compuesto liposoluble que penetra la pared 
mitocondrial y solo es liberado al exterior de la célula cuando ocurre una 
despolarización de la membrana de esta organela como sucede en los eventos de 
apoptosis celular temprana. El yoduro de propidio, por su parte es un compuesto 
intercalante del ADN que no puede penetrar a la célula a menos que exista un 
compromiso de la permeabilidad de la membrana celular, como en el caso de los 
eventos de necrosis. Se sembraron 5 x 105  células/ml en presencia de 5 diluciones 
dobles de extracto (de 6,25 a 100 µg/ml) o 10 diluciones de las subfracciones (de 
.05 a 20 µg/ml), adicionalmente, en presencia o no de 200 µg/ml de CHX (Sigma) 
en un volumen final de 500 µl en tubos de cultivo celular de poliestireno. Se incubo 
por 24 horas a 37°C al 5% de CO2 y seguidamente, las suspensiones célulares se 
tiñerón con 2,5 µl de DiOC6 a una concentración de 4 µM y 2,5 µl de yoduro de 
propidio a una concentración de 50 µg/ml. Las células se incubaron 25 minutos a 
37°C. Se centrifugó a 648 x g por 10 minutos a TA. Se descartó el sobrenadante y 
se resuspendieron las células en 200 µl de PBS. La lectura se realizó 
inmediatamente en el citómetro de flujo FACScan de Becton, Dickinson. Los 
resultados fueron analizados usando el programa  Summit® V 3.1 (Cytommation, 
Fort Collins, CO), obteniéndose el porcentaje de células en la región de linfocitos, 
que despolarizaron su membrana, lo que resulta en una disminución de la 
intensidad media de fluorescencia para el DiOC6 en las células que no incorporaban 
el yoduro de propidio, este último utilizado para excluir células en proceso de 
necrosis. De estos análisis, se calculó el índice de apoptosis (IA) que corresponde 
al porcentaje de células en apoptosis que fueron estimuladas con extracto o CHX 
dividido entre el porcentaje de células en apoptosis en las células incubadas solo 
con medio de cultivo. El índice de apoptosis relativo (IAR) corresponde al IA de las 
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células estimulas con CHX y extracto dividido entre el IA de las células estimuladas 
solo con CHX. 
 
 
3.10. Evaluación de la producción de TNF-α por las CMSP por medio de 
ELISA  
 
La producción de TNF-α en los sobrenadantes de las CMSP estimuladas con los 
extractos fue evaluada usando una prueba de ELISA. Se obtuvieron CMSP como 
se describió con anterioridad. Se cultivaron 5 x 105 células/ml en presencia de 5 
diluciones dobles de cada extracto (de 6,25 a 100 µg/ml) o 10 diluciones de las 
subfracciones (de 0.05 a 20 µg/ml) en presencia o no de 2 µg/ml del 
lipopolisacarido de Escherichia coli 026:B6 (LPS, SIGMA) en un volumen final de 
500µl en platos de 24 pozos. Se incubó por 24 horas a 37°C, 5% de CO2. La 
cantidad de TNF-α presente en los sobrenadantes de los cultivos se determinó 
usando el kit BD OptEIA™ Human TNF ELISA (BD Bioscience Pharmingen) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. El límite de detección de esta técnica es 
de 7,8 pg/ml. 
 
 
3.11. Evaluación de la inhibición de la actividad  proliferativa de las 
subfracciones activas sobre CMSP usando D (+) Galactosa y α-metil-
manopiranósido  
 
Con el propósito de evaluar si las subfracciones activas tenían la capacidad de 
unirse a residuos de carbohidratos, como en el caso de las lectinas que ya se han 
descrito en varias especies de las euforbiaceas, se evaluó la inhibición de la 
actividad proliferativa de las subfracciones activas sobre CMSP usando los 
carbohidratos D (+) Galactosa (DG, Sigma) o α-metil-manopiranósido (MP,Sigma). 
Se preincubaron 3 concentraciones (8, 20, 40 µM) de DG o MP en presencia de 5 
µg/ml de las subfracciones activas o 10 µg/ml de PHA en platos de 96 pozos fondo 
en U por 20 minutos a 37°C. Posteriormente, se sembraron 2,5 x 105 células en 
cada uno de los pozos. La proliferación se midió usando la técnica de incorporación 
de timidina tritiada previamente descrita. 
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3.12. Evaluación de la presencia de proteínas en las subfracciones activas 
de E. tirucalli y Croton spp.  
 
Se evaluó la presencia de proteínas en las subfracciones utilizando el kit de BCA™ 
Protein Assay (PIERCE, Rockford, IL) siguiendo las instrucciones del fabricante. El 
ensayo de cuantificación de proteínas BCA utiliza el principio de reducción de Cu2+ 
a Cu1+ por las proteínas en un medio alcalino. Este principio de acopla a un sistema 
de colométrico de detección del catión de cobre por medio del ensayo de ácido 
bicinconinico  (BCA). El BCA es quelado por el catión de cobre dando origen a un  
complejo BCA-Cu1+. Posteriormente, la concentración del complejo es medida 
utilizando espectrofotometría a una longitud de onda de 562nm y la concentración 
de proteínas en la muestra es calculada por medio de una curva de calibración. El 
límite inferior de la prueba es de 25 µg/ml. 
 
 
3.13. Análisis Estadístico 
 
Se realizó un análisis estadístico de comparaciones de medias utilizando la prueba 
Student Newman Keuls, con un p<0.05 usando el programa SPSS 15 para 
Windows (SPSS Inc, Chicago,IL) entre las medias de los IP o IA de las CMSP 
expuestas a los extractos a una concentración definida. Posteriormente, se 
seleccionó para cada parámetro la concentración en la cuál existiera un mayor 
número de medias de los extractos con diferencia significativa con respecto al 
control. Los resultados son presentados como la media ± error estándar de tres 
experimentos independientes. Adicionalmente, se evaluó la correlación entre el 
índice de proliferación de las CMSP expuestas a los extractos a una concentración 
de 50 µg/ml, el índice de apoptosis de las CMSP expuestas a los extractos a 25 
µg/ml, y la producción de TNF-α de las CMSP expuestas a los extractos 50 µg/ml. 
Se realizaron gráficas de correlación y se calculó el índice de correlación de 
Sperman para cada una de las correlaciones usando el programa SPSS 15. 
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4. RESULTADOS 
 
 
4.1. Solubilidad de los extractos en el medio de cultivo de las CMSP 
 
A concentraciones de los extractos de 1000 y 500 µg/ml en RPMI se observó la 
presencia de grumos en la mayoría de los extractos diluidos (Figura 2A) sin 
embargo a las concentraciones de 250, 125 y 62.25 µg/ml, la cantidad de grumos 
observada fue mínima o casi nula. Considerando la evaluación de la actividad 
biológica de los extractos se realizó entre 6,25 – 100 µg/ml, no se supuso ninguna 
interferencia de estos residuos con la actividad inmunomoduladora de las plantas.  
 
 
 
 
Figura 2. Presencia de grumos o cristales en los extractos disueltos en RPMI.  (A) Resto vegetal en el 
extracto soluble en HDM de hojas de Jatropha acontinifolia diluido a 500 µg/ml en RPMI. (B)  Cristales en el 
extracto soluble en HDM de la corteza de Phyllanthus spp. diluido a 250 µg/ml en RPMI. Magnificación al 
microscopio óptico de 40x. 
 
 
Solo se observó la presencia de cristales (Figura 2B) en todas las diluciones del 
extracto soluble en HDM de la corteza de Phyllanthus spp.  Estos cristales podrían 
estar asociados con la alta actividad citotóxica que se observó específicamente en 
este extracto sobre las CMSP (CC50: 140,8 µg/ml) (ver tabla 2). Se sugiere que la 
alta citotoxicidad de los cristales sobre las células es debida a un efecto mecánico 
sobre las membranas. Sin embargo, no se ha reportado en la literatura formación 
A B 
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de cristales de extractos de estas plantas ni citotoxicidad debida a la formación de 
cristales en el medio de cultivo. 
 
 
Para intentar obtener una mejor disolución de los cristales de la fracción soluble en 
HDM de Phyllanthus spp., se sometió este extracto diluido en DMSO a una 
concentración 200 µg/ml, a 3 ciclos de temperatura a 44°C por 20 minutos y 
adicionalmente a 3 ciclos de 15 minutos en un sonicador a una frecuencia de 42 
KHz. Sin embargo, los cristales presentes en el extracto no se disolvieron con 
ninguna de estas técnicas. 
 
 
4.2. Evaluación de la presencia de endotoxina en los extractos  
 
 
En cuatro de los extractos evaluados (fracción insoluble en HDM de las hojas de E. 
pulcherrima, látex de E. tirucalli y las fracciones solubles e insolubles en HDM de 
las hojas de H. crepitans) la contaminación con endotoxina fue incluso inferior al 
límite de detección de la técnica utilizada (Tabla 1). 
 
El resto de extractos evaluados presentaron niveles de endotoxina menores a 9,91 
pg/ml de extracto, excepto la fracción soluble en HDM de C. orinocenses, en la cual 
se observó niveles de endotoxina del orden de 37 pg/ml en 100 µg/ml de extracto. 
Considerando que el efecto biológico de la endotoxina sobre las células inmunes, 
por ejemplo, sobre la producción de TNF-α en monocitos de sangre periférica se 
observa principalmente a dosis mayores a 100 pg/ml, aún estos niveles de 
contaminación en C. orinocenses se puede considerar despreciables para efectos 
de este estudio. Una prueba de ello es la minima actividad biológica que se observó 
en este extracto al evaluar su potencial para modular la respuesta proliferativa, 
producción de TNF-α o apoptosis en CMSP a las dosis evaluadas en este estudio 
(Tabla 2 y 3).  
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Tabla 1. Concentración de endotoxina presente en los extractos de la familia 
Euphorbiaceae evaluados en este estudio 
Planta Parte de la planta 
Solubilidad en  
HDM1 
Concentración 
de endotoxina 
(pg/ml) en 100 
µg/ml de 
extracto 
Caryodendron orinocensis  Hoja Insoluble 6,14 
  
  Soluble 37,36 
Codiaeum variegatum  Hoja Insoluble 9,57 
  
  Soluble 9,91 
  
Látex Insoluble 0,10 
  
  Soluble 0,16 
Croton Spp.  Corteza Insoluble 0,66 
  
  Soluble 0,49 
Euphorbia cotinifolia  Látex N/A2 1,27 
Euphorbia pulcherrima.   Hoja Insoluble <0,13 
  
  Soluble 0,86 
Euphorbia tirucalli  Látex N/A2 <0,13 
Hura crepitans  Hoja Insoluble <0,13 
  
  Soluble <0,13 
Jatropha acontinifolia  Hoja Insoluble 0,76 
  
  Soluble 1,75 
Phyllanthus niruri  Hoja Insoluble 1,01 
  
  Soluble 2,37 
Phyllanthus spp.  Corteza Insoluble 1,29 
  
  Soluble 1,26 
  
Hoja Insoluble 0,86 
  
  Soluble 3,49 
Sapium cuatrecasasii  Hoja Insoluble 0,99 
  
  Soluble 1,25 
1: HDM: Hexanol: Diclorometano: Metanol (2:1:1) 
2: Este extracto se obtuvo por extracción con acetona 
N/A: No aplica 
 
 
4.3. Actividad citotóxica de los extractos sobre CMSP 
 
Después de evaluar la solubilidad de los extractos en DMSO y sus niveles de 
contaminación con endotoxina, se determinó, por medio de la técnica del MTT, si 
los extractos estudiados tenían alguna actividad citotóxica sobre CMSP de 
individuos sanos. Esta evaluación, previo a la actividad inmunomoduladora de los 
extractos es importante, ya que se ha reportado que muchas de las plantas 
pertenecientes a la familia Euphorbiaceae poseen actividad citotóxica intrínseca 
sobre células humanas (107). Por ejemplo, se ha reportado que E. cotinifolia posee 
actividad citótoxica sobre la líneas celulares HEp-2, HeLa y CHO, sin embargo en 
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en el presente estudio el extracto de látex de E. cotinifolia presentó una 
citotoxicidad muy baja sobre CMSP (33).   
 
 
La mayoría de los extractos evaluados en este estudio presentaron un CC50 mayor 
a 300 µg/ml, es decir, inducen un 50% de mortalidad en las CMSP a dosis al menos 
3 veces mayores a la concentración máxima utilizada para evaluar su actividad 
inmunomoduladora (100 µg/ml). Entre los extractos con un CC50 menor a 300 µg/ml 
están el extracto insoluble en HDM de la corteza de Croton spp. (CC50: 278 µg/ml) y 
el extracto soluble en HDM de las hojas de H. crepitans (CC50: 299,7 µg/ml) pero 
solo el extracto soluble en HDM de Phyllanthus spp. presentó una actividad 
citotóxica sobre CMSP (CC50: 140,8 µg/ml) a un valor cercano a 100 µg/ml, efecto 
que se correlacionó con la presencia de cristales en el extracto disuelto en RPMI 
incluso a una concentración de 62,5 µg/ml. Interesantemente, este efecto citotóxico 
no es debido a la inducción de apoptosis en las CMSP como se puede evidenciar 
con el IA de las CMSP expuestas a este extracto (Tabla 2). El efecto citotóxico de 
los extractos mencionados no fue debido al solvente DMSO, ya que la actividad 
citotóxica del DMSO fue evaluada simultáneamente a una dilución correspondiente 
a su concentración en cada uno de los extractos sin observarse una actividad 
citotóxica incrementada debida al solvente (datos no mostrados). 
 
 
4.4. Efecto directo de los extractos sobre la proliferación, apoptosis y 
producción de TNF-α de CMSP in vitro 
 
Teniendo en cuenta que ninguno de los extractos presentó una actividad citótoxica 
considerable a las dosis menores a 100 µg/ml, que fue la concentración más alta de 
los extractos usada para evaluar sus efectos biológicos, se procedió a evaluar su 
capacidad para inducir proliferación, apoptosis temprana y producción de TNF-α 
sobre las CMSP. En la tabla 2 se presentan los IP, IA y niveles de TNF-α de las 
CMSP expuestas a cada uno de los extractos a la dosis más representativa.  
 
 
Se encontró que el extracto del látex de E. cotinifolia, el extracto del látex de E. 
tirucalli y el extracto insoluble en HDM de la corteza del Croton spp. inducen tanto 
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un aumento significativo de la proliferación, como un aumento en la inducción de 
apoptosis y producción de TNF-α de CMSP en comparación con las células en 
presencia de medio únicamente. Se destaca que son además los extractos que 
inducen en las CMSP los IP, IA y producción de TNF-α más altos en comparación 
con todos los extractos evaluados.  
 
 
Tabla 2. Actividad biológica directa de los 24 extractos de plantas de la familia 
Euphorbiaceae sobre CMSP in vitro. 
Planta Parte de la planta 
Solubilidad 
en HDM1 
CC50 
(µg/ml) 
Índice de 
Proliferación3 
Índice de 
Apoptosis4 
Producción 
de TNF-α5  
Caryodendron orinocensis  Hoja Insoluble 658,3 0,58 ± 0,04     1,32 ± 0,31   <7,8 
  
  Soluble 704,6 0,99 ± 0,03     0,98 ± 0,09   108,25 
Codiaeum variegatum  Hoja Insoluble 654,0 1,07 ± 0,23     0,54 ± 0,05   225,87 
    Soluble 663,3 1,58 ± 0,37     0,57 ± 0,13   392,23 
  
Látex Insoluble >1000  1,16 ± 0,25     1,09 ± 0,18   7,8 
  
  Soluble 318,0 1,30 ± 0,27     0,92 ± 0,22   108,25 
Croton Spp.  Corteza Insoluble 278,0 6,25 ± 3,11 a   2,30 ± 0,70 b 285,57 
  
  Soluble 416,2 60,48 ± 31,00 a   0,93 ± 0,17   <7,8 
Euphorbia cotinifolia  Látex N/A2 978,1 4,29 ± 2,91 a   4,88 ± 0,88 b >500 
Euphorbia pulcherrima.   Hoja Insoluble >1000 1,22 ± 0,31     1,18 ± 0,15   <7,8 
  
  Soluble >1000 1,71 ± 0,17     2,18 ± 1,12 b <7,8 
Euphorbia tirucalli  Látex N/A2 548,8 7,25 ± 1,71 a   2,14 ± 0,57 b 407,22 
Hura crepitans  Hoja Insoluble 590,0 1,93 ± 0,38     1,10 ± 0,21   <7,8 
  
  Soluble 299,7 0,63 ± 0,14     2,07 ± 0,96 b 447,45 
Jatropha aconitifolia  Hoja Insoluble >1000 1,10 ± 0,30     1,61 ± 0,19   <7,8 
  
  Soluble >1000 1,04 ± 0,15     1,59 ± 0,72   <7,8 
Phyllanthus niruri  Hoja Insoluble 554,0 0,86 ± 0,30     1,02 ± 0,10   <7,8 
  
  Soluble 543,9 1,21 ± 0,63     0,41 ± 0,11   <7,8 
Phyllanthus spp.  Corteza Insoluble 799,2 0,79 ± 0,22     1,05 ± 0,10   13,23 
    Soluble 140,8 0,92 ± 0,25     0,87 ± 0,03   <7,8 
  
Hoja Insoluble >1000 2,14 ± 0,38     0,77 ± 0,14   28,56 
  
  Soluble 805,9 2,32 ± 0,29     0,75 ± 0,07   <7,8 
Sapium cuatrecasasii  Hoja Insoluble >1000 1,32 ± 0,34     1,57 ± 0,35   <7,8 
  
  Soluble >1000 1,69 ± 0,51     1,70 ± 0,79   <7,8 
1: HDM: Hexano: Diclorometano: Metanol (2:1:1) 
2: Este extracto se obtuvo por extracción con acetona 
3: Índice de proliferación de las CMSP en presencia de 50 µg/ml de extracto 
4: Índice de apoptosis de las CMSP en presencia de 25 µg/ml de extracto. 
5: Producción de TNF-α (pg/ml) por CMSP en presencia de 25 µg/ml de extracto. La producción de TNF-α en las 
CMSP en presencia de RPMI fue menor a 7,8 µg/ml en todos los ensayos. 
a: Extracto que aumenta significativamente (p< 0,05) la proliferación de CMSP en comparación con las células sin 
estímulo. 
b: Extracto que aumenta significativamente (p< 0,05) la apoptosis de CMSP en comparación con las células sin 
estímulo. 
N/A: No aplica, los datos se expresan como la media ± error estándar de 3 experimentos independientes. Debido a 
la variabilidad interindividual en la producción de TNF-α, para estos ensayos se muestra solo un experimento 
representativo de 3 experimentos independientes.  
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Otro extracto interesante es el soluble en HDM de las hojas de H. crepitans, el cual 
induce paralelamente un aumento del IA y producción de TNF-α por parte de las 
CMSP. Adicionalmente, se observó que algunos extractos presentaban actividad 
sobre solo uno de los parámetros evaluados (Tabla 2). Este es el caso del extracto 
de corteza soluble en HDM de Croton spp., el cual presenta un IP de 60,48, 
representado el extracto que mayor IP induce sobre las CMSP. También se 
encontró que el extracto soluble en HDM de las hojas de E. pulcherrima induce solo 
un aumento significativo en la apoptosis temprana de CMSP. Adicionalmente, los 
extractos solubles en HDM de las hojas de C. orinocensis y del látex de C. 
variegatum y los extractos tanto soluble como insoluble en HDM de las hojas de C. 
variegatum inducen exclusivamente un aumento en la producción de TNF-α en 
CMSP.  
 
 
Al realizar los gráficos dosis-respuesta con los extractos que presentaban actividad 
sobre las CMSP en los tres parámetros evaluados, se puede observar que el 
extracto del látex de  E. cotinifolia mantiene su actividad independiente de las dosis 
evaluadas, tanto en la inducción proliferación como en la inducción de apoptosis en 
las CMSP (Figura 3A y 3D) observándose un IP de aproximadamente 10 y un IA de 
aproximadamente 2 en las CMSP expuestas a todas las concentraciones evaluadas 
del extracto. Para el caso del extracto del látex de E. tirucalli y el extracto insoluble 
en HDM de la corteza del Croton spp., se observó una tendencia dosis-
dependiente, tanto en la inducción de la proliferación (Figura 3B y 3D) como para la 
inducción de la apoptosis (Figura 3E y 3F) en CMSP. Las CMSP estimuladas con 
cada uno de estos dos extractos presentaron el mayor un IP a la concentración de 
50 µg/ml y 100 µg/ml y el mayor IA a la concentración de 25 µg/ml y 100 µg/ml,  
respectivamente. Como control positivo de estos experimentos se utilizaron CMSP 
expuestas a PHA para los ensayos de proliferación y a CHX para los ensayos de 
apoptosis de las CMSP. 
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Figura 3. Curvas dosis-respuesta de los índices de proliferación y apoptosis de las CMSP expuestas a los 
extractos con mayor actividad biológica.  Se muestran los ÍP y IA de las CMSP expuestas a diferentes 
concentraciones de los extractos de E. cotinifolia (A,D), E. tirucalli  (B,E) y fracción insoluble en HDM de Croton 
spp. (C,F). Para los ensayos de proliferación (A, B, C) se utilizó como control positivo CMSP estimuladas con 10 
µg/ml de PHA y para los ensayos de apoptosis (D, E, F) se utilizó como control CMSP expuestas a 200 µg/ml de 
CHX. 
 
 
 
4.5. Modulación de la actividad biológica de PHA, CHX y LPS sobre las 
CMSP por parte de los extractos  
 
Adicional a la actividad biológica directa de los extractos sobre las CMSP, se evalúo 
la capacidad de los extractos de modular la actividad biológica de PHA, CHX y LPS. 
La PHA es una lectina con actividad mitógenica especialmente sobre los linfocitos 
T, la CHX es un potente inhibidor de síntesis de proteínas ampliamente utilizado 
como inductor de apoptosis de leucocitos y el LPS es un potente inductor de la 
producción de TNF-α en monocitos.  
 
 
Se encontró que 15 de los extractos evaluados modulaban en mayor o menor grado 
la actividad biológica de uno o más de los compuestos a los que se expusieron las 
CSMP. Esta modulación por parte de los extractos sobre la actividad biológica de 
PHA, CHX y LPS se puede agrupar en varias categorías. La primera de ellas, 
comprende los extractos capaces de modificar las actividades biológicas tanto de 
PHA, CHX y LPS sobre CMSP. A este grupo pertenece el extracto soluble en HDM 
del  látex  de  C. variegatum que  inhibe la actividad biológica tanto de la PHA como  
A 
6.25 12.5 25 50 100  PHA
0
10
20
30
40
Euphorbia cotinifolia
Concentración (µg/ml)
In
di
ce
 
de
 
Pr
o
life
ra
ció
n
6.25 12.5 25 50 100  PHA
0
10
20
30
40
Euphorbia tirucalli
Concentración (µg/ml)
In
di
ce
 
de
 
Pr
o
life
ra
ció
n
6.25 12.5 25 50 100 PHA
0
10
20
30
40
80
90
Croton spp. insoluble
Concentración (µg/ml)
In
di
ce
 
de
 
Pr
o
life
ra
ció
n
6.2
 
12.
 
2
 
5
 
10
 
CH     0
1
2
3
4
5
Euphorbia 
cotinifolia 
Concentración 
 
In
di
ce 
de 
A
po
pt
os
 6.25 12.5 25 50 100  CHX
0
1
2
3
4
5
Euphorbia tirucalli
Concentración (µg/ml)
In
di
ce
 
de
 
Ap
o
pt
o
sis
6.25 12.5 25 50 100 CHX
0
1
2
3
4
5
Croton spp. insoluble
Concentración (µg/ml)
In
di
ce
 
de
 
Ap
o
pt
o
sis
B C 
F E D 
Croton spp. Insoluble 
Concentración (µg/ml) 
Ín
di
ce
 
de
 
Ap
op
to
si
s 
Euphorbia cotinifolia Euphorbia tirucalli Croton spp. Insoluble 
. 5 12.5 25 0 0 X 
 53 
Tabla 3. Modulación de la actividad biológica de CHX, LPS y PHA sobre las 
CMSP en presencia de los extractos 
 
Planta Parte de la planta 
Solubilidad 
en HDM1 
Índice de 
Proliferación Relativo3 
Índice de Apoptosis 
Relativo4 
Producción 
de TNF-α5 
Caryodendron orinocensis  Hoja Insoluble 0,91 ± 0,02   1,53 ± 0,15   1624,28 
  
  Soluble 0,81 ± 0,12   1,13 ± 0,10   388,35 
Codiaeum variegatum  Hoja Insoluble 2,12 ± 0,22 a 1,03 ± 0,20   578,84 
  
  Soluble 1,42 ± 0,34   0,92 ± 0,16   584 
  
Látex Insoluble 0,69 ± 0,11   1,57 ± 0,17   1366,21 
  
  Soluble 0,55 ± 0,07 b 0,62 ± 0,01 b 1214,66 
Croton Spp.  Corteza Insoluble 0,74 ± 0,09   1,45 ± 0,12   >500 
  
  Soluble 0,57 ± 0,26 b 0,82 ± 0,12 b 248,23 
Euphorbia cotinifolia  Látex N/A2 0,81 ± 0,21   1,30 ± 0,34   1625,2 
Euphorbia pulcherrima Hoja Insoluble 0,61 ± 0,10   1,78 ± 0,16   840,25 
  
  Soluble 0,69 ± 0,15   1,63 ± 0,06   760,36 
Euphorbia tirucalli  Látex N/A2 0,71 ± 0,23   1,34 ± 0,28   1721,24 
Hura crepitans  Hoja Insoluble 1,67 ± 0,17 a 1,36 ± 0,18   683,49 
  
  Soluble 1,80 ± 0,58 a 2,20 ± 0,13 a 406 
Jatropha acontinifolia  Hoja Insoluble 0,50 ± 0,08 b 2,10 ± 0,69 a 351,41 
  
  Soluble 0,77 ± 0,17   1,26 ± 0,32   299,87 
Phyllanthus niruri  Hoja Insoluble 0,63 ± 0,07   1,29 ± 0,13   410,55 
  
  Soluble 0,63 ± 0,29   1,96 ± 0,12 a 1332,95 
Phyllanthus spp.  Corteza Insoluble 0,64 ± 0,04   0,98 ± 0,23   1450,86 
  
  Soluble 0,66 ± 0,04   1,20 ± 0,18   406,17 
  
Hoja Insoluble 0,64 ± 0,04   1,11 ± 0,10   362,93 
  
  Soluble 0,67 ± 0,11   0,84 ± 0,12 b 384,37 
Sapium cuatrecasasii  Hoja Insoluble 0,97 ± 0,19   1,49 ± 0,03   140,95 
  
  Soluble 1,38 ± 0,23   0,43 ± 0,35   687 
1: HDM: Hexano: Diclorometano : Metanol (2:1:1) 
2: Este extracto se obtuvo por extracción con acetona 
3: Índice de proliferación relativo  de las CMSP en presencia de 10 µg/ml de PHA y 50 µg/ml del extracto 
4: Indice de apoptosis relativo de las CMSP en presencia de 200  µg/ml de CHX y 100 ug/ml del extracto. 
5: Producción de TNF-α  (pg/ml) por CMSP en presencia de 2 µg/ml de LPS y 12,5 ug/ml del extracto. La 
producción promedio de TNF-α por las CMSP estimuladas sólo con LPS es de 554 µg/ml. 
a: Extracto que potencia significativamente la actividad de PHA o CHX en CMSP 
b: Extracto que disminuye significativamente la actividad de PHA o CHX en CMSP 
N/A: No aplica, p< 0,05, los datos se expresan como  media ± error estándar de 3 experimentos 
independientes. Debido a la variabilidad interindividual en la producción de TNF-α, para estos ensayos se 
muestra solo un experimento representativo de 3 experimentos independientes. 
 
 
de la CHX sobre las CMSP y paralelamente potencia la producción de TNF-α 
inducida por LPS en estas células. El extracto soluble en HDM de la corteza de 
Croton spp., por su parte disminuye la actividad biológica de los tres compuestos 
sobre las CMSP. Entre la categoría de extractos que modifican la actividad 
biológica sobre las CMSP de dos de los compuestos evaluados están aquellos que 
la potencian, como el extracto soluble en HDM de las hojas de H. crepitans que 
potencian la actividad biológica tanto de la PHA como de la CHX o el extracto 
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soluble en HDM de hojas de P. niruri que potencia la actividad biológica de la CHX 
y del LPS. De manera controversial, el extracto insoluble en HDM de hojas de J. 
aconitifolia,  es  capaz de inhibir  la  proliferación  de  las  CMSP inducida por PHA y  
potenciar a su vez la inducción de apoptosis inducida por CHX. Finalmente están 
los extractos capaces de potenciar la actividad biológica de sólo uno de los 
compuestos evaluados, estos incluyen entre otros, los extractos insolubles en HDM 
de las hojas de C. orinocensis y los extractos látex de  E. tirucalli y E. cotinifolia que 
potencian hasta tres veces la actividad biológica del LPS (Tabla 3). Otro grupo 
incluye los extractos capaces de disminuir la actividad biológica del LPS sobre 
CMSP, como son el extracto soluble en HDM de hojas de J. aconitifolia y el extracto 
insoluble en HDM de las hojas de Sapium cuatrecasasii.  
 
 
 
4.6. Correlación entre las diferentes actividades inmunomoduladoras 
directas de los extractos crudos de las Euphorbiaceaes evaluadas en este 
estudio 
 
Después de evaluar el efecto directo de los extractos crudos de las plantas 
pertenecientes a la familia Euphorbiaceae seleccionadas en este estudio sobre la 
proliferación, apoptosis y producción de TNF-α de las CMSP y su capacidad de 
modular la actividad biológica de la PHA, CHX y LPS, se decidió analizar si existía 
alguna correlación entre los IP, los IA y la producción de TNF-α de las CMSP 
expuestas a los extractos crudos (Figura 4, 5 y 6) separando los extractos de 
acuerdo a su género. En la gráfica de correlación entre las variables IP e IA (Figura 
4), se observó una escasa asociación entre estas variables (Coeficiente de 
Spearman 0,165), sugiriendo que a medida que aumentan los IP de las CMSP 
expuestas a cada uno de los 24 extractos, no hay una tendencia hacia el aumento 
o disminución de los IA de estas células. Así mismo se observó un índice de 
correlación de Spearman de 0,15, para la correlación entre la producción de TNF-α 
y el IP de las CMSP expuestas a los extractos crudos, indicándonos que no se 
evidenció una asociación entre las variables (Figura 5). Finalmente, se observó que 
no existía correlación entre las variables producción de TNF-α e IA en las CMSP 
(Figura 6) y no se observó una tendencia lineal de dependencia entre las variables, 
un hallazgo que fue confirmado con el coeficiente de correlación de Spearman 
(0,142). Estos datos sugieren que los fenómenos observados en este estudio son 
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eventos aislados y adicionalmente, no están asociados exclusivamente a un género 
específico de esta familia de plantas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Gráfica de correlación de índice de proliferación versus índice de apoptosis de las CMSP 
expuestas a los 24 extractos crudos.  ÍP a  50 µgm/ml versus ÍA a 25 µg/ml de las CMSP expuestas a los 24 
extractos crudos. () género  Codiaeum,  () género Euphorbia, () género Phyllantus y () otros géneros. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Índice de proliferación vs. Índice de apoptosis 
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Figura 5. Gráfica de correlación de producción de TNF-α vesus índice de proliferación de las CMSP 
expuestas a los 24 extractos crudos.  Producción de TNF-α (pg/ml) a 25 µg/ml versus Índice de Proliferación a 
50 µm/ml de las CMSP expuestas a los 24 extractos crudos. () género Codiaeum,  () género Euphorbia, () 
género Phyllantus y () otros géneros. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Índice de proliferación vs. Producción de TNF-α 
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Figura 6. Gráfica de correlación de producción de TNF-α vesus índice de apoptosis de las CMSP expuestas 
a los 24 extractos crudos.   Producción de TNF-α (pg/ml) a 25 µg/ml versus Índice de Apoptosis a 25 µg/ml de las 
CMSP expuestas a los 24 extractos crudos. () género  Codiaeum,  () género Euphorbia, () género Phyllantus 
y () otros géneros. 
 
 
4.7. Actividad Biológica las subfracciones de E. cotinifolia, E. tirucalli y 
Croton spp. sobre CMSP 
 
A pesar de la amplia gama de extractos con actividad sobre la respuesta 
proliferativa, la inducción de apoptosis o la producción de TNF-α de las CMSP, ya 
sea de manera directa o modificando la actividad de otro compuesto, para el 
proceso de subfraccionamiento se escogieron los extractos que de manera directa 
inducían los IP e IA más altos en las CMSP. Uno de ellos es el extracto soluble en 
HDM de la corteza de Croton spp. que como se describió en la tabla 1, tiene la 
capacidad de inducir específicamente proliferación de las CMSP. Se realizó el 
subfraccionamiento de este extracto y se obtuvieron 3 subfracciones (Tabla 4) en 
Índice de apoptosis vs. Producción de TNF-α 
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las cuales se evaluó su efecto sobre las CMSP (Figura 7). De manera interesante, 
aunque este extracto crudo presenta una fuerte actividad proliferativa sobre las 
CMSP, induciendo un aumento 15-20 veces mayor que el medio solo en la 
proliferación de CMSP, las subfracciones de este extracto no indujeron proliferación 
de estas células. Se postula que la actividad proliferativa de este extracto se perdió 
en el proceso de fraccionamiento posiblemente debido a que el compuesto o 
compuestos responsables de la actividad se degradaron o a que la sustancia 
bioactiva inducía proliferación por medio de sinergimos con otra moléculas 
presentes en diferentes subfracciones del extracto total de esta planta (Figura 7).  
 
 
Tabla 4. Codificación de las subfracciones 
Planta Parte de 
la planta 
Solubilidad 
en HDM1 
Código 
Croton spp. Corteza Insoluble CsI 1-1 
   CsI 1-2 
   CsI 1-4 
  Soluble Css 1-1 
   Css 1-2 
   Css 1-4 
Euphorbia cotinifolia Látex Insoluble EcI 1-1 
   EcI 1-2 
   EcI 1-3 
   EcI 1-4 
  Soluble Ecs 1-1 
   Ecs 1-2 
   Ecs 1-3 
   Ecs 1-4 
Euphorbia tirucalli Látex  Et 1-2 
   Et 1-3 
   Et 1-4 
   Et 1-5 
      Et 1-6 
1: HDM: Hexano: Diclorometano: Metanol (2:1:1) 
 
 
Como ya se mencionó (Tabla 1), el extracto insoluble en HDM de la corteza de 
Croton spp. y los extractos de los látex de E. cotinifolia y E. tirucalli indujeron una 
alta actividad proliferativa y a su vez apoptosis en CMSP. De estos extractos se 
obtuvo 16 subfracciones (Tabla 4) y se evaluó su capacidad de inducir proliferación 
y apoptosis sobre las CMSP. 
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Figura 7. Actividad proliferativa de las CMSP expuestas al extracto soluble en HDM de Croton spp. y sus 
subfracciones. (A) Curva dosis-respuesta de los IP de las CMSP expuestas al extracto crudo soluble en HDM del 
Croton spp. (B) Índices de proliferación de las CMSP expuestas a las subfracciones solubles en HDM de Croton 
spp. a una concentración de 5 µg/ml. Se utilizó 10 µg/ml de PHA como control positivo de proliferación de las 
CMSP.  
 
 
Como resultado de la evaluación de la actividad proliferativa, se obtuvo que las 
subfracciones Ecs 1-3, Et 1-5 y CsI 1-4 fueron las subfracciones que indujeron en 
las CMSP los índices de proliferación más altos (Figura 8A). Para el extracto del 
látex de E. cotinifolia, se observó que además las subfracciones EcI 1-1, EcI 1-2 y 
Ecs 1-4 indujeron en menor grado la proliferación de CMSP. Para el extracto del 
látex de E. tirucalli y extracto insoluble en HDM de Croton spp., las subfracciones 
mencionadas fueron las únicas donde se observó actividad proliferativa sobre las 
CMSP. Interesantemente, las subfracciones Ecs 1-3 y Et 1-5, también indujeron 
mayor grado de apoptosis temprana en las CMSP (Figura 8B). Por su parte, la 
subfracción CsI 1-4 presentó una actividad similar a la de la fracción CsI 1-2 en 
cuanto a la inducción de apoptosis temprana en las CMSP. Las subfracciones EcI 
1-3, Ecs 1-2 y Ecs 1-4, obtenidas de E. cotinifolia, también indujeron en menor 
grado la apoptosis temprana en las CMSP. Curiosamente, Et 1-5 y CsI 1-4 son las 
subfracciones de E. tirucalli y Croton spp, respectivamente, que indujeron mayor 
producción de TNF-α en las CMSP. En relación a las subfracciones aisladas del 
látex de E. cotinifolia, se obtuvo que 6 de las 8 subfracciones inducen en mayor o 
menor grado la producción de TNF-α en CMSP siendo la subfraccion Ecs 1-4 la 
fracción que tiene la mayor actividad biológica en este aspecto (Figura 8C). Sin 
embargo, la fracción Ecs 1-3 indujo una considerable producción de TNF–α por 
parte de las CMSP. Por consiguiente, se seleccionaron las subfracciones Ecs 1-3, 
Et 1-5 y CsI 1-4 para una evaluación más detallada de su actividad biológica.   
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Figura 8. Actividad inmunomoduladora de las subfracciones de E. cotinifolia (Ec), E. tirucalli (Et), y Croton 
spp. (Cs) sobre las CMSP. (A) ÍP, (B) IA y (C) producción de TNF-α en las CMSP de un individuo sano en 
presencia de 5 µg/ml de cada subfracción. 
 
 
 
Al comparar el efecto biológico de los extractos crudos con el de las subfracciones 
activas, se observó que las tres subfracciones activas superan el efecto de los 
extractos crudos aproximadamente 3 veces en su capacidad de inducir proliferación 
de las CMSP (Figura 9A). Las subfracciones activas Ecs 1-3 y CsI 1-4 superan el 
efecto del extracto crudo en 6,6 y 2,81 veces en su capacidad de inducir apoptosis 
temprana en CMSP. Por el contrario, la fracción la subfracción Et 1-5, conserva la 
misma capacidad del extracto crudo para inducir apoptosis temprana en CMSP 
(Figura 9B) Al comparar las tres subfracciones se observó sin embargo que la de 
mayor capacidad para inducir proliferación o apoptosis de las CMSP es la Ecs 1-3. 
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Figura 9. Comparación de la actividad inmunomoduladora de los extractos crudos del látex de E. cotinifolia, 
E. tirucalli y de la fracción soluble en HDM de la corteza de Croton spp. con la subfracción más activa de 
las mismos plantas.  (A) IP e (B) IA de las CMSP de un individuo sano en presencia de 5 µg/ml de extracto o 
subfracción. 
 
 
4.8. Comparación entre las concentraciones de las subfracciones 
requeridas para inducir actividad proliferativa o apoptosis en las CMSP  
 
En la literatura se ha reportado que algunos compuestos puden inducir proliferación 
a bajas concentraciones y apoptosis a altas concentraciones o viceversa en 
diferentes líneas celulares (108). Debido a que se encontró que las subfracciones 
seleccionadas para continuar este estudio inducían tanto proliferación y como 
apoptosis de las CMSP a dosis de 5 µg/ml, se realizó una comparación de los 
índices IP e IA a diferentes concentraciones de las subfracciones en el cultivo 
(desde 0,004 a 20 µg/ml). Como se observa en la figura 10A, la subfracción Ecs 1-3 
indujo proliferación de las CMSP a partir de una concentración de 0,63 µg/ml, con 
un aumento de casi cuatro veces en los IP de estas células al duplicar esta 
concentración. A concentraciones mayores de la subfracción se observó una 
disminución gradual de los IP de las CMSP de manera dosis-dependiente 
manteniéndose sin embargo este valor por encima de 45 hasta dosis de 20 µg/ml. 
Cuando se analizó las concentraciones de esta subfracción que inducen un 
aumento en el IA en las CMSP, se observó un comportamiento bimodal ya que a 
dosis tan bajas como 0,04 µg/ml, esta subfracción ya tenía la capacidad de 
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aumentar los IA a 2, un efecto que aumentó gradualmente hasta que los IA de 
CMSP alcanzaron un valor de 7,5 aproximadamente a concentraciones de la 
subfracción de 0,31 µg/ml; a concentraciones superiores este efecto sobre las 
CMSP disminuyó hasta que a dosis de 10 µg/ml, el IA de las células alcanzó 
nuevamente valores tan altos como 8 disminuyendo a valores cercanos a 5 a dosis 
de 20 µg/ml (Figura 10A). Para Et 1-5  (Figura 10B) se observó que en presencia de 
bajas concentraciones de esta subfracción (0,04 a 1,25 µg/ml), el IP de las CMSP 
permaneció constante entre valores de 2 – 3. A partir de la concentración de 1,25 
µg/ml se observó un aumento gradual del IP hasta llegar a valores aproximados a 
29 en una concentración de 5 µg/ml, mantenierndose este valor constante hasta 
llegar a la concentración de 20 µg/ml. Al analizar las concentraciones de esta 
subfracción a las cual se indujo un aumento de los IA de las CMSP, se observó que 
los IA son de aproximadamente 1,6 a bajas concentraciones de esta subfracción, 
encontrandose una disminución del IA de las CMSP a la concentración de 0,16 
µg/ml. A partir de esta concentración, los IA aumentan hasta aproximadamente 2 a 
la concentración de 0,63 µg/ml, este valor de IA de las CMSP se mantuvo constante 
hasta llegar a la concentración de 20µg/ml, en la cual el IA de las CMSP disminuyó 
a la mitad. Por su parte, los IP de las CMSP expuestas a la subfracción CsI-1-4 de 
Croton spp. (Figura 10C), se mantuvieron constantes a las concentraciones de 0,04 
a 1,25 µg/ml de esta subfracción. A partir de esta concentración, se observó un 
aumento de hasta 20 veces el IP de las CMSP al llegar a la concentración a 5 
µg/ml. Este valor de IP de las CMSP se mantuvo constante hasta la concentración 
de 20 µg/ml. Por otra parte, los IA de las CMSP aumentaron de forma gradual a 
partir de la concentración de 0,16 µg/ml hasta 20µg/ml de esta subfracción, dosis 
en la cual se observó un aumento del IA hasta 2. Para ninguna de las subfracciones 
se observó un valor de concentración a partir de la cual se aumentará el valor de 
uno de índices (IP o IA) y disminuyerá del otro índice o visceversa en las CMSP. 
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Figura 10. Comparación entre las concentraciones de las subfracciones requeridas para inducir actividad 
proliferativa o apoptosis en CMSP. Curvas dosis-respuesta de IP e IA de las CMSP expuestas a las 
subfracciones (A) Ecs 1-3, (B) Et 1-5 y (C) CsI 1-4. 
 
 
4.9. Inhibición de la actividad proliferativa de las subfracciones usando 
carbohidratos 
 
Debido a que se ha reportado que la presencia de lectinas con capacidad de unir 
residuos de carbohidratos es la responsable de la actividad proliferativa de las 
CMSP expuestas a algunas plantas pertenecientes a la familia Euphorbiaceae (80), 
se evaluó si algunos de los carbohidratos que son más comúnmente reconocidos 
por lectinas provenientes de plantas podían inhibir el efecto de las subfracciones 
sobre la proliferación de las CMSP. Estos experimentos se realizaron utilizando la 
técnica de incorporación de timidina tritiada. Se utilizarón dos carbohidratos: el metil 
α-manopiranósido, el cual es capaz de inhibir la actividad proliferativa de la Con A 
sobre CMSP (109) y la D(+) galactosa que ha sido usada para inhibir la actividad 
linfoproliferativa o aglutinante de lectinas como la aglutinina de maní (PNA), aislada 
de Arachis hypogea (110), o la del hurin, lectina aislada de H. crepitans (104). 
Como era de esperarse, ninguno de los dos carbohidratos inhibió la actividad 
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proliferativa de la PHA sobre CMSP, ya que la PHA posee afinidad específica por el 
pentasacárido Gal β1→ 4 (GalNac) y no por estos dos carbohidratos (111). 
Tampoco se encontró inhibición de la actividad linfoproliferativa de ninguna las 
subfracciones sobre las CMSP a las diferentes concentraciones de MP o DG 
utilizadas en estos ensayos (Figura 11). Sin embargo, no se puede descartar la 
actividad lectina de estas dos subfracciones, ya que se debe utilizar un espectro 
más amplio de carbohidratos a un rango de concentraciones mayor para confirmar 
los resultados de esta parte de este estudio. 
 
 
 
Figura 11. Ensayos de inhibición con carbohidratos de la actividad linfoproliferativa de Ecs 1-3, Et 1-5 y CsI 
1-4 sobre CMSP. Se evaluó la capacidad del metil α-manopiranósido y D (+) galactosa de inhibir la actividad 
proliferativa de las subfracciones (A, B) Ecs 1-3, (C,D) Et 1-5 y (E,F) CsI 1-4 
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4.10. Caracterización de la actividad proliferativa de las subfracciones de E. 
cotifolia, E. tirucalli y Croton spp. sobre CMSP 
  
Para corroborar la actividad proliferativa de las tres subfracciones más activas 
sobre las CMSP se realizaron ensayos de proliferación usando la técnica de 
dilución de CFSE por citometría de flujo. En los linfocitos, identificados teniendo en 
cuenta su tamaño y granularidad en la suspensión de CMSP, se analizó la 
capacidad de las subfracciones activas para inducir proliferación celular. El control 
positivo de este ensayo fue la PHA que como se observa en la figura 12B y en la 
tabla 5, induce 4 ciclos de proliferación en los linfocitos. Por su parte, la subfracción 
Ecs 1-3 induce 2 ciclos de proliferación celular y las subfracciones Et 1-5 y CsI 1-4 
inducen 3 ciclos de división celular en los linfocitos (Figura 12). 
 
 
 
Figura 12. Actividad proliferativa de las subfracciones Ecs 1-3,  Et 1-5 y CsI 1-4 en CMSP utilizando la 
técnica de dilución de CFSE por citometria de flujo. Histogramas de proliferación de (A) células sin estímulo, (B) 
con 5 µg/ml PHA, (C) con 1,25 µg/ml de Ecs 1-3, (D) con 10 µg/ml de Et 1-5 y (E) 10 µg/ml de CsI 1-4.  
 
 
Adicionalmente, cuando las CMSP se expusieron a PHA se observó que un 31,8% 
de los linfocitos entraron en división con un promedio de divisiones/célula 
exclusivamente en las células en proliferación de 1,67 (Tabla 5). De las células 
estimuladas con Ecs 1-3 ó Et 1-5, el 12,2% entraron en división celular, con un 
promedio de 1,25 y 1,33 divisiones/célula en los linfocitos con actividad proliferativa, 
respectivamente. Por su parte, en las células estimuladas con CsI 1-4, el 18,2% 
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entraron en división con un promedio de divisiones/célula en proliferación de 1,34. 
Cuando se evaluó el promedio de divisiones celulares en los linfocitos totales sin 
discriminar aquellos con actividad proliferativa, se observó que la PHA induce 0,53 
divisiones promedio en los linfocitos totales del cultivo comparado con 0,15, 0,16 y 
0,24 divisiones promedio en las células estimuladas con las subfracciones Ecs 1-3, 
Et 1-5 y CsI 1-4, respectivamente. También se calculó el radio entre el índice de 
división celular de las células estimuladas y no estimuladas (CE/SE, Tabla 5) lo cual 
nos indica el número de veces que las células estimuladas proliferan en relación a 
las células no estimuladas. A pesar de que este valor no fue tan alto para las 
subfracciones como el de las células estimuladas con PHA (11,52), se observó que 
las células expuestas a Ecs 1-3, Et 1-5 y CsI 1-4 proliferaron 5.22, 3.48 y 3.26 más 
que las células sin estimular (Tabla 5). Estos resultados confirman lo hallado en los 
ensayos de proliferación por incorporación de timidina tritiada y adicionalmente 
indican que estas subfracciones inducen hasta tres ciclos de división celular, con un 
porcentaje de células que entraban en división de aproximadamente la mitad del 
observado para la PHA. A pesar de que estos valores no son tan altos en 
comparación al control de las CMSP estimuladas con PHA, estos resultados son 
muy promisorios, ya que en estas subfracciones todavía no se ha aislado los 
compuestos activos responsables de esta actividad biológica. De manera 
controversial, la subfracción que mostró mayor capacidad de inducir proliferación en 
los linfocitos analizados a partir de cultivos de CMSP en este ensayo fue CsI 1-4 y 
no Ecs 1-3 como se había observado en los ensayos de incorporación de timidina 
tritiada. 
 
Tabla 5. Datos de Proliferación de las CMSP con CFSE 
Tratamiento Número 
Picos1 
Porcentaje de 
División2 
Índice de 
Proliferación3 
Índice de 
División4 
CE/SE5 
 Control 3 3,59 1,29 0,046  
 5 µg/ml PHA 5 31,8 1,67 0,53 11,52 
 1,25 µg/ml Ecs 1-3 3 12,2 1,25 0,15 3,26 
 10 µg/ml Et 1-5 4 12,2 1,33 0,16 3,48 
 10 µg/ml CsI 1-4 4 18,2 1,34 0,24 5,22 
 
1. Número de generaciones celulares en el cultivo. 
2. Porcentaje de células de la muestra original que se dividieron. 
3. Número promedio de divisiones que hacen las células que entraron en división celular 
4. Promedio de divisiones de las célula que estaban presentes en la fase inicial del cultivo. 
5. CE/SE: Relación entre el índice de divisiones de las células estimuladas sobre las células no 
estimuladas 
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Para profundizar en el mecanismo de acción de las subfracciones seleccionadas 
sobre la actividad proliferativa de las CMSP se evaluó de manera diferencial el 
efecto proliferativo de estas subfracciones en los linfocitos CD3+ o CD3- presentes 
en las CMSP usando la técnica de dilución de CFSE por citometría de flujo. Para 
este fín, las células se marcaron con un anticuerpo anti-CD3 Pe-Cy5 después de 
realizar el ensayo de CFSE. De manera interesante, se observó actividad 
proliferativa tanto en las células CD3+ como en las células CD3- presentes en las 
CMSP expuestas a cualquiera de las tres subfracciones seleccionadas, un efecto 
que no se observó para la PHA, la cual induce, casi exclusivamente, proliferación 
de las células CD3+. Sin embargo, el efecto proliferativo más marcado de las tres 
subfracciones se observó en las células CD3+ (Figura 13).  
 
 
Figura 13. Actividad proliferativa de las células CD3+ o CD3- expuestas a las subfracciones Ecs 1-3, Et 1-5 y 
CsI 1-4 utilizando la técnica de dilución de CFSE por citometría de flujo. (A) células sin estímulo, (B) con 5 
µg/ml PHA, (C) con 1,25 µg/ml de Ecs 1-3, (D) con 10 µg/ml de Et 1-5 y (E) 10 µg/ml de CsI 1-4.  
 
 
Se observó que la PHA induce 3 ciclos celulares más sobre las células CD3+ que 
sobre las CD3-. La subfracción Ecs 1-3 induce 2 ciclos de proliferación tanto en las 
células CD3+ como en las CD3- presentes en el cultivo. Por su parte, las 
subfracciones Et 1-5 y CsI 1-4, inducen un ciclo más de proliferación sobre las 
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células CD3+ que sobre las CD3- presentes en el cultivo (Tabla 6). En relación a las 
células que entrarón en división celular tras la exposición a los diferentes estímulos, 
se encontró que el porcentaje de división entre estas dos poblaciones celulares 
difiere tanto en los extractos como en el control. Para las CMSP estimuladas tanto 
con PHA como con Et 1-5 se observó mayor porcentaje de división en las células 
CD3+ (33,5 y 11,8 respectivamente) que en las células CD3- (8,27 y 10,3 
respectivamente) presentes en el cultivo. Por el contrario, en las subfracciones Ecs 
1-3 y CsI 1-4, se observó un porcentaje mayor de división en las células CD3- (14,2 
y 22,9) que en las células CD3+ presentes en el cultivo. El índice de proliferación en 
 
 
Tabla 6. Índices de Proliferación de las células CD3+ y CD3- provenientes de 
las CMSP expuestas a Ecs-1-3, Et-1-5 y CsI-1-4. 
 
Número 
Picos1   
Porcentaje 
de División2   
Índice de 
Proliferación3   
Índice de 
División4   CE/SE
5
 
Tratamiento 
Células 
CD3+ 
Células 
CD3-   
Células 
CD3+ 
Células 
CD3-   
Células 
CD3+ 
Células 
CD3-   
Células 
CD3+ 
Células 
CD3-   
Células 
CD3+ 
Células 
CD3- 
 Control 3 3  3,6 7,73  1,29 1,34  0,05 0,1    
 5 ug/ml PHA 5 2  33,5 8,27  1,68 1  0,56 0,08  12,17 0,83 
 1,25 Ecs 1-3 3 3  11,6 14,2  1,25 1,17  0,14 0,17  3,04 1,70 
 10 ug/ml Et 1-5 4 3  11,8 10,3  1,35 1,03  0,16 0,11  3,48 1,10 
 10 ug/ml CsI 1-4 4 3   18,6 22,9   1,34 1,21   0,25 0,28   5,43 2,80 
 
1. Número de generaciones celulare en el cultivo. 
2. Porcentaje de células de la muestra original que se dividieron. 
3. Número promedio de divisiones que hacen las células que entraron en división celular 
4. Promedio de divisiones de las célula que estaban presentes en la fase inicial del   cultivo. 
5. CE/SE: Relación entre el índice de divisiones de las células estimuladas sobre las células sin 
estimuladas 
 
 
las células estimuladas con PHA es mayor en las células CD3+ presentes en el 
cultivo sin embargo, no existe una diferencia entre los índices de proliferación de las 
CD3+ como en las células CD3- presentes en las CMSP expuestas a Ecs 1-3 y CsI 
1-4. Para las células estimuladas con Et 1-5 se encontró un mayor índice de 
proliferación en las células CD3+. En relación al promedio de veces que una célula 
presente inicialmente en cultivo se divide, se encontró que la PHA indujó que las 
células CD3+ (0,56) proliferaran en promedio más veces que las células CD3- (0,08). 
Interesantemente, no existía diferencia en el promedio de veces que una células 
CD3+ o CD3- que estaba presente al inicio del cultivo se divide al estar estimuladas 
con cualquiera de las subfracciones (Tabla 6). Sin embargo, la relación entre estos 
índices de proliferación de las dos poblaciones de las células estimuladas y las sin 
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estimular indican que tantos la PHA como las subfracciones inducen en mayor 
grado la proliferación de las células CD3+ que de las células CD3+ presentes en el 
cultivo, en comparación con las células sin estimular (Tabla 6)  
 
 
 
4.11. Actividad proliferativa de las subfracciones Et 1-5 y CsI 1-4 sobre 
linfocitos T purificados en comparación con su actividad sobre las CMSP 
 
Teniendo en cuenta la preferencia de las subfracciones para inducir proliferación de 
las células CD3+ (linfocitos T), se realizaron ensayos para evaluar la proliferación de 
estas células en presencia de las subfracciones en cultivo, en ausencia de células 
accesorias. Debido a que la cantidad la subfracción Ecs 1-3 extraída de la planta 
fue muy poca, no se pudo evaluar la actividad de esta subfracción sobre linfocitos T 
purificados. Se aislarón linfocitos T de sangre periférica por medio de selección 
negativa, usando perlas magnéticas. Las células, tanto CMSP como los linfocitos T, 
se expusieron a PHA o PMA-ionomicina como controles de proliferación. La PHA 
induce proliferación de CMSP, pero necesita la presencia de células accesorias 
para inducir proliferación sobre los linfocitos (112). Por su parte la ionomicina 
induce un aumento en la concentración de calcio en el citosol y la PMA actúa 
directamente sobre la proteína quinasa C (PKC) induciendo proliferación célular sin 
necesidad de células accesorias (113). El IP de las CMSP expuestas a PHA fue 
mayor a 30 pero como era de esperase este valor se vio reducido 4 a 6 veces 
aproximadamente en los linfocitos T purificados expuestos a este estímulo. En el 
caso de las células estimuladas con PMA-Ionomicina, se observó IP de más de 20, 
tanto en las CMSP como en los linfocitos T purificados. Para las subfracciones, se 
encontró que Et 1-5 y CsI 1-4 también inducían proliferación de linfocitos T 
purificados en ausencia de células accesorias (Figura 14). Se observó sin embargo, 
una disminución de los IP de estas células comparados con aquellos de las CMSP 
expuestas a las subfracciones lo cual puede explicarse posiblemente por la 
cantidad total de células presentes en cada uno de los cultivos (2 x 105 
células/estímulo para las CMSP vs 1 x 105  células/estímulo para los linfocitos T 
purificados). Estos resultados sugieren una acción directa de las subfracciones 
sobre la proliferación de los linfocitos T que no es necesariamente un efecto 
mediado por las células accesorias. 
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Figura 14. Actividad proliferativa de las CMSP y linfocitos T purificados estimulados con las subfracciones 
Et 1-5 y CsI 1-4 utilizando la técnica de incorporación de timidina tritiada. Se sembrarón (A) 1x106 CMSP/ml o 
(B) 5 x105 linfocitos T/ml (porcentaje de pureza 94%). 
 
 
4.12. Presencia de proteínas en las subfracciones  Et 1-5 y CsI 1-4 
 
Con el fin de realizar un acercamiento a la composición química de las 
subfracciones activas evaluadas en este estudio, se procedió a realizar una 
cuantificación de proteínas de las subfracciones Et 1-5 y CsI 1-4 usando el método 
del ácido bicinconinico. De manera interesante se evidenció que las dos 
subfracciones a una concentración de 100 µg/ml contienen niveles detectables de 
proteínas, observándose que Et 1-5 presenta niveles de 13,49 µg/ml de proteínas 
mientras que CsI 1-4  presenta niveles de 95,44 µg/ml de proteínas. Debido a la 
falta de material vegetal de E. cotinifolia, no se pudo evaluar la presencia de 
proteínas en la subfracción Ecs 1-3. 
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5. DISCUSIÓN 
 
 
Las plantas evaluadas en este estudio fueron seleccionadas siguiendo criterios 
etnobotánicos y fotoquímicos. De las 10 plantas seleccionadas se obtuvieron 24 
extractos por fraccionamiento. En 10 de estos extractos se observó actividad 
inmunomoduladora directa sobre CMSP y adicionalmente, 15 tenían la capacidad 
de modular la actividad biológica de la PHA, CHX o LPS sobre CMSP. Debido a 
que algunos extractos tenían un efecto directo sobre los tres mecanismos inmunes 
evaluados (proliferación, apoptosis y producción de citoquinas – TNF-α) en las 
CMSP, en este estudio se realizaron análisis de correlación, sin embargo no se 
observó una asociación estadística entre los parámetros evaluados, lo que significa 
un efecto modulador de los extractos sobre uno de los parámetros en las CMSP no 
implica un aumento o disminución en otro de ellos. De las plantas con mayor 
potencial inmunomodulador, que fueron E. cotinifolia, E. tirucalli y Croton spp., se 
lograron aislar las 3 subfracciones (Ecs 1-3, Et 1-5 y CsI 1-4) responsables de su 
actividad biológica en las CMSP. El efecto proliferativo de estas subfracciones 
sobre las CMSP fue hasta tres veces mayor que el observado para los extractos 
crudos de las mismas plantas. No se observó una concentración apartir de la cual 
se indujera un aumento en la proliferación de las CMSP y una disminución de la 
apoptosis de CMSP o viceversa. Adicionalmente, se inició la caracterización del 
efecto proliferativo de estas subfracciones sobre las CMSP. Se observó que la 
actividad proliferativa de las subfracciones sobre las CMSP no fue inhibida por los 
carbohidratos MP o DG. También se confirmó la actividad proliferativa de las 
subfracciones sobre las CMSP, que ya habia sido evaluada usando la técnica de 
incorporación de timidina tritiada, por medio de citometría de flujo empleando la 
técnica de dilución de CFSE. Estos ensayos permitieron además identificar a las 
células CD3+ como las subpoblación célular sobre la cual estas subfracciones 
inducían un mayor aumento en la proliferación, aunque este efecto también se 
observaba sobre las células CD3-. Interesantemente, los extractos Et 1-5 y CsI 1-4 
no requerían la presencia de células accesorias en cultivo para inducir proliferación 
de linfocitos T purificados y se encontró que estas dos subfracciones contenían 
proteínas en su composición química. 
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Debido a que se ha reportado que las plantas pertenecientes a la familia 
Euphorbiaceae presentan alta toxicidad (114), los ensayos preliminares de este 
estudio se enfocaron a la evaluación de la actividad citotóxica de estos extractos 
sobre las CMSP. Sin embargo, solo la fracción soluble en HDM de la corteza de 
Phyllanthus spp., mostró una citotoxicidad relativamente alta (CC50 = 140,8 µg/ml) 
sobre las CMSP comparada con la de los otros extractos evaluados. La 
citotoxicidad sobre las CMSP observada en este extracto no es una característica 
general de las plantas pertenecientes a este género, ya que en este estudio se 
incluyó también Phyllanthus niruri, obteniéndose valores de CC50 > 500 µg/ml en los 
dos extractos obtenidos de esta planta. Adicionalmente, en la literatura se ha 
reportado que Phyllanthus piscatorum, también perteneciente a esta género, no 
induce citotoxicidad en CMSP, células T jurkat, ni la línea tumoral HeLa a 48 horas 
de cultivo (115). Interesantemente, en el presente estudio el extracto del látex de E. 
cotinifolia no presentó una alta citotoxicidad sobre las CMSP, un hallazgo que 
contradice lo reportado en otros estudios en los cuales se observó un efecto 
citotóxico de extractos de tallo y hojas de esta planta sobre las líneas tumorales 
HEp-2, HeLa, sobre células CHO y cultivos primarios de fibroblastos bovinos (CC50 
incluso de 18.1 µg/ml sobre células CHO para los extractos de hojas de esta planta 
extraídas con diclorometano) (33). Estos datos sugieren que la actividad citotóxica 
de estas plantas es específica de ciertas partes de su estructura, es selectiva y que 
los ensayos de citotoxicidad realizados sobre otras líneas celulares no pueden 
extrapolarse a todos los tipos de células. Además se requieren más estudios para 
determinar si la actividad citotóxica de extractos de E. cotinifolia es mayor en líneas 
tumorales lo que podría convertir a esta planta en un producto natural promisorio 
para el tratamiento específico de ciertos tipos de cáncer. Así mismo, el extracto de 
látex E. tirucalli no presentó una alta citotoxicidad sobre CMSP en este estudio, sin 
embargo en la literatura también se ha reportado la actividad citotóxica de extractos 
de esta planta sobre líneas tumorales (52) y en ensayos in vivo en ratas. En este 
último estudio se reportó un aumento en el tamaño de la placenta y leucopenia en 
ratas Wistar cinco a siete días pos-coito tratadas oralmente con el extracto acuoso 
del látex de E. tirucalli (116). Estos efectos pueden relacionarse también con la 
selectividad de esta planta para inducir citotoxicidad en diferentes tejidos y 
adicionalmente, la actividad citotóxica puede ser modificada por la presencia de 
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otros células o factores que no estan presentes en los ensayos  in vitro, pero son 
importantes al realizar los estudios in vivo.  
 
 
En lo referente a la actividad inmunomoduladora directa de los extractos sobre las 
CMSP, el grupo con los efectos inmunomoduladores más prominentes es el 
comprendido por los extractos capaces de aumentar tanto la proliferación, como la 
apoptosis y la producción de TNF-α de las CMSP. De estas plantas se logró aislar 
tres subfracciones en las cuales se potenciaba estos tres efectos sobre las CMSP. 
Es interesante como los productos derivados de estas plantas puedan inducir 
proliferación de los linfocitos y a su vez, tengan efectos apoptóticos directos sobre 
estas células. Una explicación para este fenómeno esta relacionada con el 
mecanismo de muerte celular inducida por activación (MCIA). El MCIA es el 
mecanismo por el cual se induce apoptosis de las células T que han recibido 
reestimulación vía TCR (Receptor de células T) (117). Este es un mecanismo de 
autorregulación, en el cual, se regulan negativamente las células reactivas para 
finalizar la respuesta inmune y proteger el sistema contra una respuesta 
autoinmunitaria, permitiendo así que el número de linfocitos T regrese a su número 
basal. Solo algunas células T activadas evaden la apoptosis para convertirse en 
células de memoria. En ensayos in vitro se ha demostrado que posterior a la 
activación de las células T, la IL-2 induce un aumento en la expresión de CD95L 
(FasL, ligando de Fas) en la superficie de los linfocitos T activados. Este evento 
favorece la interacción de FasL con el receptor (Fas) también expresado en la 
superficie de los linfocitos T, una interacción que desencadena eventos apoptóticos 
debido a la activación de caspasas. (118). La IL-2 disminuye adémas la expresión 
de la molécula anti-apoptótica c-FLIP (117) favoreciendo aún más la apoptosis de 
células T activadas. El segundo mecanismo que se propone para inducción tanto de 
la proliferación, como de apoptosis y producción de TNF-α de las CMSP expuestas 
a las subfracciones involucra al receptor para TNF tipo I (TNFR-I) (74). En este 
caso, las subfracciones inducirían la activación de los linfocitos T y de las células 
accesorias como los monocitos en el cultivo. Esto desencadenaría tanto la 
producción de citoquinas como el TNF-α en estas células como la proliferación de 
los linfocitos. El TNF-α al unirse a TNFR-I induciría apoptosis de los linfocitos por 
los mecanismos similares a los descritos para FasL (74). Un hallazgo que resalta la 
importancia de la activación de los monocitos en la apoptosis de otras células en 
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cultivo es el encontrado por Dong y colaboradores, quienes evaluaron la actividad 
citotóxica de los monocitos inducida por la lectina de Phytolacca (PWN) contra 
células tumorales. Ellos encontraron que la inducción de apoptosis por parte de los 
monocitos activados con PWN sobre las líneas tumorales U937 y Raji se debe a un 
aumento en la producción de factores citolíticos como el TNF-α y el oxido nitrico 
(119). Para dilucidar el mecanismo por el cual las subfracciones activas de E. 
cotinifolia, E. tirucalli y Croton spp. aisladas en este estudio desencadenan los tres 
efectos inmuomoduladores se hace necesario el cultivo CMSP en presencia de las 
subfracciones e inihibidores de moléculas como Fas/FasL o TNF-α/TNFR-I. 
Tampoco se conoce sí estos tres fenómenos son inducido de manera consecutiva 
por las subfracciones, por lo cual sería importante realizar una cinética de la 
actividad de las subfracciones sobre estos parámetros en las células.  
 
 
En relación a la modulación por parte de los extractos de la actividad biológica de la 
PHA, CHX y LPS en CMSP se encontraron 15 extractos que modulaban en mayor o 
menor grado uno o más de los parámetros evaluados en este estudio. Estos 
extractos se dividieron en varios grupos teniendo en cuenta si modulaban positiva o 
negativamente uno o más de los parámetros evaluados. Sin embargo, es muy difícil 
dar una explicación al mecanismo de acción de los diferentes grupos de extractos 
sobre las CMSP expuestas a PHA, CHX o LPS por varias razones: la primera de 
ellas, radica en el hecho que los extractos crudos contienen más de un compuesto; 
en este caso hay la posibilidad de que exista un compuesto responsable para cada 
una de la actividades encontradas. Otra posiblidad es que la actividad biológica de 
estos extractos no sea sobre las células, sino que las moléculas presentes en ellos 
interactúen químicamente de manera directa con la PHA, la CHX y/o el LPS, 
aumentando o disminuyendo la afinidad de éstas por su(s) ligando(s) específico(s). 
También se propone, que la actvidad de estos extractos podría ser sobre alguna de 
las moléculas que participan en las vías de señalización utilizadas por la PHA, la 
CHX y/o el LPS para realizar su actividad biológica sobre las CMSP. Por ejemplo, 
un aumento en la expresión de los genes c-jun y c-fos está involucrado tanto en la 
apoptosis de células hepáticas de rata inducida por CHX como en la proliferación 
de linfocitos humanos inducida por PHA (120, 121). Si los extractos modularan la 
expresión de estos genes, se observaría una modificación de la proliferación o 
apoptosis en las células inducida por estos compuestos. Este podría ser el caso del 
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extracto soluble en HDM de las hojas de H. crepitans en este estudio, el cual 
potencia la actividad biológica tanto de la PHA como de la CHX. Para poder 
caracterizar la actividad de estos extractos sobre las CMSP estimuladas con PHA, 
CHX y/o LPS se requiere aislar los compuestos activos responsables de estas 
actividades biológicas. Inicialmente, se podría evaluar la afinidad química de estos 
compuestos activos por la PHA, la CHX y/o el LPS y posteriomente, se estudiaría la 
actividad de estos compuestos activos sobre las diferentes vías de señalización 
involucradas en la acción de estas moléculas sobre las células inmunes. 
 
 
Otro aspecto importante a discutir en los resultados de este estudio es la 
identificación de los compuestos activos de las subfracciones responsables de las 
actvidades biológicas descritas. Como ya se mencionó, en la familia Euphorbiaceae 
se han aislado alguno terpenoides, flavonoides, taninos y lectinas con potencial 
inmunomodulador. Sin embargo, solo se ha reportado algunas lectinas en esta 
familia que inducen proliferación de CMSP aunque existen flavonoides aislados en 
otras familias de plantas con la capacidad de modular la proliferación de linfocitos T 
tanto humanos como murinos (95, 96). Además, los ensayos preliminares 
realizados en este estudio como un acercamiento a la estructura química de las 
subfracciones revelaron que existen gran cantidad de proteínas en las 
subfracciones Et 1-5 y CsI 1-4 y del grupo de moléculas ya mencionado solo las 
lectinas son glicoproteínas. Adicionalmente, muchas de las lectinas aisladas de esta 
familia de plantas provienen del látex (103-105, 122) de las subfracciones activas 
obtenidas en este estudio, dos provienen del látex de euforbiaceas. Hay que tener 
en cuenta que las lectinas poseen afinidad por residuos de carbohidratos y que en 
los ensayos de inhibición de la actividad proliferativa de las subfracciones Ecs 1-3, 
Et 1-5 y CsI 1-4 con los carbohidratos DG y MP no se observó una inhibición de la 
actividad de estas subfracciones, sin embargo, existen muchos otros tipos de 
carbohidratos a los cuales las lectinas provenientes de estas subfracciones se 
podrían unir. Por otra parte, en cuanto a las células blanco de la actividad biológica, 
se observó un efecto proliferativo tanto de las células CD3+ y en menor grado en las 
CD3- expuestas a las subfracciones seleccionadas y ellas pueden ejercer sus 
efectos incluso en linfocitos T purificados sin la necesidad de células accesorias. 
Este comportamiento fue diferente al de la lectina PHA, la cual solo induce 
proliferación de células CD3+ más no de células CD3- y requiere de las células 
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accesorias en cultivo para inducir su actividad proliferativa como se ha reportado 
previamente en la literatura (112). En las lectinas aisladas en esta familia se 
observa un comportamiento parecido al encontrado en este estudio. Las lectinas 
aisladas de H. crepitans, Euphorbia characias L. y Euphorbia marginata inducen 
proliferación en linfocitos T en ausencia de celulas presentadoras (104, 105). Estos 
datos sugieren que la proliferación inducida por lectinas aisladas de esta familia no 
requiere la presencia de células accesorias, rebatiendo lo descrito para las lectinas 
con actividad mitogénica como la PHA (123). Esta inducción de proliferación en 
ausencia de células accesorias se podría explicar por una activación de la vía de 
señalización de la IL-2. Se ha descrito que la IL-2 tiene actividad lectina por su 
afinidad a N-oligomanósidos (124). La activación de esta vía se inicia cuando el IL-
2Rβ (receptor de IL-2) unido a su ligando es fosforilado por parte de la quinasa de 
tirosina p56lkc que se encuentra asociada al complejo TCR. Se propone, que como 
la IL-2, las lectinas de esta familia presentan afinidad por residuos de carbohidratos 
presentes tanto en el complejo TCR como en el IL-2Rβ. Al unirse las lectinas a los 
residuos de carbohidratos presentes en estos dos complejos pueden inducir un 
rearreglo intracelular, acercando la molécula p56lkc a los dominios SH2 del IL-2Rβ, 
el cual se fosforilaría e iniciaría la cascada de señalización para inducir proliferación 
celular (124). 
 
 
Como este trabajo involucra la búsqueda de nuevos compuestos con actividad 
inmunomoduladora aprovechando de una forma racional y sostenible la flora 
Colombiana para beneficio de la humanidad, es importante reflexionar sobre los 
efectos de esta explotación en el mantenimiento del equilibrio biológico en nuestros 
ecosistemas. Debido al desarrollo económico acelerado, desde el 2003 el planeta 
ha superado su capacidad de regeneración en un 25% (125). A esto hay que 
adicionarle el calentamiento global, y cabe mencionar que uno de los factores que 
contribuye a aumentar esta amenaza para el planeta es la deforestación, ya que sin 
los bosques, se aumentan las concentraciones de CO2 y además se reduce la 
calidad y cantidad de agua y se desestabilizan los suelos (126). Otro factor que 
influye en la desestabilización de nuestros ecosistemas es el enfoque de la 
agricultura comercial moderna, la cual se centra en relativamente pocas variedades 
de cultivos. Este tipo de prácticas agota enormes reservas de agua, requiere el uso 
de abonos y fertilizantes, los cuales contaminan el agua con altas concentraciones 
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de nitrógenos y fosfatos y consume los nutrientes del suelo (127). Teniendo en 
cuenta toda esta problemática, la Comisión del Medio Ambiente de la Organización 
de Naciones Unidas en 1987 definió el término “desarrollo sostenible” como: "un 
desarrollo que satisfaga las necesidades del presente sin poner en peligro la 
capacidad de las generaciones futuras para atender sus propias necesidades" 
(128). Debido a la preocupación mundial sobre el desarrollo sostenible y el 
agotamiento de la biodiversidad se organizó en el año 1997 la Cumbre de la Tierra, 
en la cual se aprobó el “Convenio sobre la Biodiversidad biológica” que busca la 
conservación de la diversidad biológica, la utilización sostenible de las riquezas del 
planeta y la participación justa y equitativa de los seres vivos en los beneficios 
derivados de la utilización comercial y de otro tipo de los recursos genéticos (128). 
Esta situación mundial, hace que reflexionemos en el uso controlado de nuestras 
reservas naturales de tal manera que si se llegase a aislar un compuesto derivado 
de la familia Euphorbiaceae con actividad inmunomoduladora, sería importante su 
explotación de una forma racional y controlada haciendo esfuerzos por caracterizar 
su estructura con el fin de sintetizarlo o modificarlo químicamente. Por otra parte, es 
importante preservar la variedad genética de las especies y no intensificar los 
monocultivos, ya que no se sabe qué especies afrontarán mejor los rápidos 
cambios que se están presentando en nuestros ecosistemas debido a la 
intervención del hombre.  
 
 
En este estudio se demuestra el potencial inmunomodulador de esta familia, ya que 
de 10 plantas evaluadas 6 tienen en mayor o menor grado la capacidad de modular 
uno o varios de los parámetros de la respuesta inmune evaluados. Las diferencias 
en la forma en que estos extractos modulan la respuesta inmune, indican a su vez 
la presencia en estas plantas de varios compuestos con diferentes mecanismos de 
acción sobre las células. Adicionalmente, se establece el posible mecanismo de 
acción de las subfracciones de 3 de las plantas. Estos resultados demuestran el 
potencial de esta familia para la extracción de metabolitos con actividad 
inmunomoduladora. Se sugiere una caracterización química y más ensayos 
inmunológicos, para establecer los compuestos con la actividad biológica cob el fin 
de determinar su potencial uso terapéutico. 
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6. CONCLUSIONES 
 
 
Diez de los veiticuatro extractos evaluados en este estudio presentó actividad 
inmunomoduladora directa sobre CMSP y quince de ellos tenían la capacidad de 
modular la actividad biológica de la PHA, CHX o LPS sobre CMSP. Al menos uno 
de los extractos de cada planta tienen actividad directa sobre las CMSP o modulan 
la actividad biológica de los compuestos utilizados. 
 
De las plantas con mayor potencial inmunomodulador, que fueron E. cotinifolia, E.  
tirucalli y Croton spp., se lograron aislar las 3 subfracciones (Ecs 1-3, Et 1-5 y CsI 1-
4) responsables de su actividad biológica en las CMSP. 
 
El efecto proliferativo de estas subfracciones sobre las CMSP es hasta tres veces 
mayor que el observado para los extractos crudos de las mismas plantas. 
 
No se observó una concentración apartir de la cual se indujera un aumento en la 
proliferación de las CMSP y una disminución de la apoptosis de CMSP o viceversa. 
 
Se inicio la caracterización de la respuesta inmunológica del efecto proliferativo de 
las subfracciones activas sobre las CMSP demostrandose que: 
 
• Las células CD3+ son la subpoblación célular sobre la cual estas 
subfracciones inducen un mayor aumento en la proliferación, aunque este 
efecto también se observa sobre las células CD3-. 
 
• Las subfracciones Et 1-5 y CsI 1-4, las cuales contienen proteínas en su 
composición química, no requieren la presencia de células accesorias en 
cultivo Para inducir proliferación de linfocitos T purificados.  
 
• La actividad proliferativa de las subfracciones sobre las CMSP no es inhibida 
por los carbohidratos MP o DG.  
 
Se propone la presencia de lectinas en las subfracciones activas. 
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7. RECOMENDACIONES 
 
 
Se recomienda para estudios posteriores de evaluación de la actividad 
inmunomoduladora en los extractos de la familia Euphorbiaceae considerar los 
parámetros (proliferación, apoptosis temprana y producción de TNF-α) de manera 
independiente en las CMSP, entendiendo que el efecto positivo en uno de los 
parámetros mencionados previamente, en las CMSP expuestas a los extractos, no 
necesariamente implicaría el mismo comportamiento de las células para otro de 
estos parámetros. 
  
 
Para dilucidar si el mecanismo de inducción de apoptosis en CMSP de las 
subfracciones activas de E. cotinifolia, E. tirucalli y Croton spp. es debido a MCIA, 
se sugiere la realización de ensayos en los cuales las CMSP se cultiven en 
presencia de las subfracciones e inhibidores de las moléculas Fas o FasL. Estas 
moléculas son las principales responsables de la respuesta apoptótica inducida tras 
la estimulación via TCR y posterior producción de IL-2 pues favorecen las 
interacciones homotípicas entre los linfocitos activados que desencadenan 
finalmente la activación de caspasas proapoptóticas. De manera alternativa, se 
podrían emplear inhibidores de TNFR-I en CMSP expuestas a las subfracciones, 
pues como se demostró en este trabajo, estas subfracciones inducen también la 
producción de TNF-a en CMSP. La interacción de esta citoquina con su receptor 
también puede desencadenar eventos apoptoticos en los linfocitos activados. 
 
 
Como una herramienta para comprobar la hipótesis de la presencia de lectinas 
unidoras de carbohidratos en las subfracciones activas, se recomienda la utilización 
de otro tipo de carbohidratos diferentes a D (+) -galactosa o el metil alfa 
manopiranósido para tratar de inhibir la actividad proliferativa de las CMSP en 
presencia de las subfracciones.  
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Se sugiere un aprovechamiento racional y sostenible de la biodiversidad Colombia 
como fuente de nuevas estructuras químicas con actividad inmunomoduladora, 
sintetizando o modificando químicamente los compuestos obtenidos. Por otra parte, 
es importante la preservación de la variedad genética de las especies y no 
intensificar los monocultivos para la obtención de estos compuestos.  
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